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PEMISAHAN EKSTRAK INTRASELULER DARI MIKROALGA
Nitzschia closterium DAN PENENTUAN KONSENTRASI
HAMBATAN MINIMUMNYA TERHADAP MIKROBA PATOGEN

Iriani Setyaningsih *, Desniar *, Lyli Pangagabean ~ dan Titik Harsita Widyah

Abstrak

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengeksirak antimikroba infraselular dari
Nitzschia closterium, menguji aktivitasnya dan menentukan konsentrasi hambatan minimumnya terhadap
beberapa mikroba patogen. Kultivasi Miizschia closterium. ditakukan dalam [ medium dengan kepadaian
awal sel sebesar 1,00 x 10" sel/mi dengan dilengkapi aerasi, lampu neon serta dilakukan pada suhu kamar,
Fase eksponensial dicapai pada saat kuluvasi awal sampai pada hari ke-7. fase penurunan laju
pertumbuhan pada hari ke-8. fase stasioner pada hari ke-9 sampai hari ke-47, dan fase kematian dimulai
pada hari ke-48, Pemisahan biomassa dilakukan dengan menggunakan sentrifus, selanjutnya dikeringkan
dan ditambah pelarut metanol dan sel dipecah menggunakan soniprep. Kemudian disaring dan pelarutnva
divapkan sehingga diperoleh ekstrak kasar intraseluler. Hasil pengujian aktivitas menunjukkan bahwa
ekstrak intraseluler dapal menghambat pertumbuhan bakteri Lschericia coli, Salmonella typhii dan
kapang Fenicillium sp., tetapi tidak menghambat Aspergifius niger. Nilai konsentrasi hambatan minimum
untuk £ cofi dan S. typhii terjadi pada konsentrasi 2000 ppm dengan potensi hambatan masing-masing
30-46G % dan 29,41-35,29 %.

Kata kunci: Nitzschia, mikroalga, bahan akuif,

PENDAHULUAN

f

Mikroalga merupakan salah satu biota perairan yang memniliki potensi sebagai
penghasil bahan aktif dan bahan kimia yang bermanfaat untuk industii farmasi, kimia,
kosmetik, pertanian dan lainnya. Namun di Indonesia, pemanfaatan mikroalga masih
terbatas sebagai pakan alami.

Sejumlah peneliti menyatakan pendapatnya secara pasti bahwa beberapa spesies
mikroalga menghasilkan metabolit sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lain. Selain vitamin, asam amino, karbohidrat dan nutrien laionya,
mikroalga juga mengandung komponen aktif biologi yang didalamnya juga termasuk
antibiotik, algasidal, racun, komponen aktif farmasi (antitumor, antikanker), komponen
pemacu pertumbuhan.

Hellebust (1879) yang dikutip Stewart (1974) menyatakan bahwa mikroaiga
menghasilkan metabolit sekunder yang berlimpah dalam seinya, yang disebut dengan

subtansi intraseluler dan menghasilkan ekstraseluler yang disekresikan dari sel ke
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medium pertumbuhannya. Metabolit sekunder yang berupa karbon organik lebih
banvak dihasilkan pada fasc lag dan fase stasioner daripada fase log. Akan tetapi tidak
setiap pada kondisi suatu metabolit dapat dihasilkan, tergantung pada pH, salinitas,
wondisi aerob/anacrob. cahaya dan nutrien (Hellebust, 1879 yang dikutip
Stewart. 1974).

Salah satu mikroalga yang memiliki potensi untuk menghasilkan antimikroba
adalah Nir=schia closterinm. Hasil penelitian Santioso (1998) menunjukkan bahwa
Vimschia closterium mengandung antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan
nakteri gram negatif (Pscudomonas sp. dan Escherichia colf) dan bakteri gram positif
Easitius subtilis).

Senvawa antimikroba adalah senyawa kimia yang dapat membunuh atau
menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Antimikroba sebagal subtansi, dapat
herupa senvawa kimia sintetik atau produk alami (Brock and Madigan, 1994).

Beberapa faktor yang mempengaruhi  kerja dari senyawa antimikroba
\antibakteri dan antifungal), antara lain konsentrasi antibakteri yang digunakan, jumlah
dan spesies bakteri/kapang, suhu, keberadaan bahan organik lain, dan pH
(Pelczar dan Chan, 19806).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk ekstraksi antimikroba intraseluler dari
Niet=schia closterium. menguji aktivitas ekstrak intraseluler yang dihasilkan
Vit=schia closterium terhadap beberapa patogen dan menentukan hambatan konsentrasi

minimum ekstrak intrascluler Nitzschia closterium dalam menghambét pertumbuhan

beberapa mikroba patogen.

METODOLOGI

Bahan dan alat

Bahan vang digunakan pada penelitian ini adalah Nitzschia closterium yang
diperoleh dari Puslitbang Oseanologi — LIPI, Jakarta. Medium yang digunakan untuk
ultivasi adalah f medwm dengan penambahan air laut. Sedangkan bahan untuk
pengujian aktivitas antinukroba meliputi nutrient broth, nutrient agar, potato dextrose

sgar, dimetil sulfoksida (OMSO), streptomycin dan sebagainya.
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Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi erlenineyer, lampu neon,
acrator, mikropipet, mikroskop, hemasitometer, sonikator, cawan petri, desikator,

vortex, laminar flow, inkubator, refrigerator, otoklaf dan sebagainya.

Metode

Ku.ltivasi dilakukan dengan menggunakan erlenmeyer yang dilengkapi dengan
acrasi, lampn neon sebagai sumber cahaya dan dilakukan pada subu ruangan. Selama
kultivasi ~ diamati perkembangan jumlah sel untuk mendapatkan jumlah
pertumbuhannya. Penghitungan sel dilakukan setiap hari.

Kultur mikroalga dilakukan dalam gelas erlenmever dengan cara memindahkan
stok kultur ke dalam medium, Media yang digunakan merupakan modifikasi f medium
Guillard dan Ryther yang dilakukan oleh Puslitbang Oseanologi, LIPI.  Kultur
mikroalga ini dilakukan dalam keadaan aseptik, pada suhu ruangan antara 26 — 30 °C
dan dibert cahaya lampu TL 20 watt dengan jarak 15 cm. Kultur diberi aerasi melalui
selang silikon yang diberi kapas, yang berfungsi sebagai saringan udara. Pengukuran
kurva pertumbuhan diatom Nifzschia closterium dilal:ukan setiap hari dengan
menggunakan hemasitometer dengan pembesaran 40 kali dan metode perhitungannya
berdasarkan Mujiman (1984).

Untuk proses ekstraksi, pengambilan sampel dilakukan pada fase stasioner har
ke-20. Kultur dipisahkan antara biomassa dan filtrat dengan sentrifuse selama 30 menit
dengan kecepatan 3000 rpm pada suhu ruang. Ekstraksi berdasarkan modifikast metode
yang digunakan oleh Naviner et al. (1998). Biomassa yang didapat dikeringkan dengan
freeze dryer selama + 24 jam atau sampai kering pada suhu + 90 °C. Biomassa yang
telah dikeringkan kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 mli dan ditambahkan
pelarut metanol dengan perbandingan 1 : 25 (b/v).  Selanjutnya biomassa dipecah
dengan sonikasi selama 5 menit per 5 mi sampel, kemudian larutan ekstrak biomassa
disaring dengan kertas saring whatman no. 42, lalu divapkan dalam desikator. Hasilnya
merupakan ekstrak intraseluler.

Pengujian ekstrak intraseluier dilakukan terhadap mikroba wji dengan
konsentrasi ekstrak untuk bakteri sebesar 2500, 2000, 500, dan 250 ppm (mg/) dan
untuk kapang sebesar 2500, 2000, dan 1000 ppm (mg/l). Ekstrak tersebut terlebil
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dahulu dilarutkan ke dalam pelarut DMSO.  Selajutnya suspensi bakteri dan kapang

vang ditumbuhkan dalan media pertumbuhannya disuspensikan  dengan akuades

hingga dicapal Lekeruhan 25 % T dan sebanyak 25 ul suspensi mikroba tersebut

dimasukkan ke dalam cawan petri dan dituangkan nutrien agar sebanyak 15 ml,
diratakan dan didiamkan sampai membeku. Setelah“itu paper disch yang berisi 25 ul
ckstrak intraseluler Nictzvehtia closterium diletakkan diatas permukaan agar, diinkubasi
selama 12 — 18 jam pada suhu 30 °C  (Sherley, 1998). Selanjutnya diukur diameter

penghambatannya dengan cara mengukur diameter areal bening dikurangi diameter
paper disch. selain it juga dihitung nilai potensinya.

Rumus perititungan it antimikroba :

Potensi = Diameter hambatan senyawa yang diperiksa x 100%
Diameter senvawa kontrol dengan konsentrasi sama

HASIL PEMBAHASAN
Selama kultivasi Nietzschia closterivim dilakukan penghitungan jumlah sel

hingga dapat kurva pertumbuhannya. Fase lag (adaptasi) pada kultur tidak terdetekst
sehingga kultur telah mulai memasuki fase eksponensial (fase log) pada saat kultivasi
awal sampai har ke- 7 dengan kepadatan 1,00 x 10 * sel/ ml sampai 5,98 x 10 > sel/ml,
Kemudian diikuti fase penurunan laju pertumbuhan pada bari ke- 8 dengan kepadatan sel
sebesar antara 4.5 x 10 sel/ml, fase stasioner dimulai pada hari ke- 9 sampai hari
ke- 47 dengan kepadatan s¢l antara 45 x 10 ° sampai 7,57 x 10 > sel/ml cian diilcuti
dengan fase kematian yang dimulai pada hari ke- 48.

Pemanenan dilakukan pada fase pertengahan stasioner kultur Nitzschia
closterium, yaitu hari ke-20 dengan jumlah kultur sebanyak 1900 ml. Berdasarkan hasil
pemisahan dan pengenngan beku diperoleh biomassa sebesar 34,2278 gram per berat
basah dan 1.8989 gram per berat kering atau sekitar 5,55 % per berat basah
biomassanya. Serelah dilakukan ekstraksi dengan penambahan pelarut organik
metanol, diikuti dengan pemecahan sel menggunakan soniprep, penyaringan dan
penguapan diperoleh ekstrak intraseluler sebesar 1,5623 gram per berat kering atau &

82, 27 % dari serbuk kasa antimikrobanya.
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Hasil pengujian aktivitas ekstrak intraseluler terhadap bakieri gram negatif
Satmonella wphii dan Escherichia coli dapat dilihat pada Tabel 1 dan Tabel 2. Hasil
pengujian terhadap aktivitas ekstrak intraseluler Sa/monella typhii  memperhhatkan
bahwa ekstrak intraseluler Nitzschia closterium pada konsentrasi 2000 ppm (mg/l)
menunjukkan adanya zona bening yang ukurannya berkisar antara 5 mm sampai 6 mm
dengan potensi sebesar 2941 — 35,29 %. Pada konsentrasi 1000 ppm (mg/l), zona
bening hambatan yang terbentuk sebesar 3 — 4 mm dengan potensi sebesar
20 — 26,67 %. Pada konsentrasi 500 ppm (mg/l), zona bening hambatan sebesar 3 mm
dengan potensi sebesar 20 %. Sedangkan pada konsentrasi 250 ppm (mg/l), ekstrak
intraseluler Nitzschia closterium tidak menunjukkan adanya zona hambatan terhadap
bakteri Salmonella typhii. Nilai konsentrasi hambatan minimum terjadi pada

konsentrasi eksraks intraseluler Nitzschia closterium sebesar 2000 ppm.

Tabel 1. Diameter hambatan ekstrak intraseluler Nifzschia closterium terhadap
bakteri Salmonella typhii

Jenis mikroorganisme
Konsentrasi Salmonella typhii
ppm (mg/mL) )] Potensi (%)
Hambatan
(mm)

Kontrol (A) 17

2000 Ekstrak Intraseluler (B) 6 35,29
Ekstrak Intraseluler (C) 5 2941
Kontrol (A) 15

1600 Ekstrak Intraseluler (B) 4 26,6
Ekstrak Intraseluler (C) 3 20
Kontrol (A) 15

500 Ekstrak Intraseluler (B) 3 20
Ekstrak Intraseluler (C) 3 20
Kontrol (A) 11

250 Ekstrak Intrasefuler (B) - 0
Ekstrak Intraseluler (C) - 0

Keterangan : Kontrol = Streptomycin - = Tidak ada hambatan

Hasil pengujian terhadap Escherichia coli memperlihatkan bahwa ekstrak
intraseluler Nitzschia closterium menunjukkan adanya zona bening hambatan pada

konsentrasi 2000 ppm (mg/l) dengan ukuran kisaran sebesar 6 -8 mun dan potensinya

e
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sebesar 30 —40 % . Pada konsentrasi 1000 ppm (mg/l), zona bening hambatan yang

terbentuk sebesar 4-5 mm dengan potensi sebesar 25-31,25 %. Zona bening hambatan

yang terbentuk pada konsentrasi 500 ppm (mg/l) sebesar 2 mm dengan potensi sebesar
12.5 9%, Pada konsentrasi 250 ppm (ng/l), ekstrak intraseluler Niizschia closterium

fidal; menunjukkan adanva aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri

Escherichia coli. Nilal konsentrasi hambatan minimum terjadi pada konsentrasi ekstrak

intraseluler Nifzschia closierium sebesar 2000 ppm (mg/l).

Tabel 2. Diameter hambatan ekstrak intraseluler Nitzschia  closterium
terhadap bakteri lscherichia coli
[ Jenis mikroorganisme
: Konsentrasi Escherichia coli
; ppm (mg/ml) & Potensi (%o)
' Hambatan
: (mm)
! Kontrol (A) 20
2000 Ekstrak Intraseluler (B) 6 30
Ekstrak Intraseluler (C) 8 40
Kontrol (A) 16
1000 Ekstrak Intraseluler (B) 4 25
Ekstrak Intraseluler (C) 5 3125
Kontrol (A) 16
300 Ekstrak Intraseluler (B) 2 12,25
Ekstrak Intraseluler (C) 2 15,25
Kontrol (A) 11
250 Ekstrak Intraseluler (B) - 0
Ekstrak Intraseluler (C) - 0
Keterangan : Kontrol = Streptomycin - =Tidak ada hambatan

Jika dilihat dari nilai konseatrasi hambatan minimum dan potensi dapat
dikatakan bahwa ekstrak tersebut memiliki potensi yang rendah dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Suimonella thypii dan Escherichia cofi. Hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak intraseluler vang diperoleh tidak efektif digunakan untuk menghambat
pertumbuhan atau membunuh sel bakten Salmonella thypii dan Escherichia coli pada
konsentrasi yang rendali. Potensi yang rendah ini diduga karena ekstrak yang diperoleh
masih dalam bentuk kasar dan efektifitasnva yang kecil. Efektifitas ekstrak intraseluler

yang kecil ini diduga karena dalam ekstrak tersebut tidak ada atau sedikitnya kandungan
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senyawa-senyawa aktif yang memiliki struktur yang sama dengan antiblotik yang umum
dipakai untuk menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella thypii dan Escherichia
coli, kerentanan dari bakteri yang diuji, usia bakteri dan kondisi lingkungan. Antibiotik
yang umum digunakan untuk dapat menghambat pertumbuhan atau membunuh baktent
Salmonella thypii  digunakan chloramphenicol, amphicilin dan  co-trimoxazole
(Lewis, 1992). Sedangkan untuk bakteri [ischerichia coli digunakan antibakteri
sulfanomide, chloraphenicol, kanamycin dan penicillin (Tortora ef al., 1989),

Berdasarkan hasil pengujian ekstra intraseluler Airzschia closterium terhadap
kedua jenis bakteri tersebut dapat dikatakan bahwa bakteri Salmonella typhii dan
Escherichia coli tahan terhadap konseuntrasi ekstrak intraseluler yang rendah. Hal ini
diduga disebabkan bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif yang memiliki
struktur dinding sel yang tebal dan berlapis-lapis yang terdiri dari peptidoglikan,
lipopolisakarida dan lipoprotein. Adanya lapisan ini menyebabkan dinding sel tidak
mudah dipisahkan dari senyawa aktif (Moat, 1988).
| Selain itu kerentanan bakteri terhadap antimikroba dapat disebabkan karena
bakteri memproduksi enzim yang dapat melakukan inaktivasi antimikroba, terjadi
gangguan penmeabililtas membran sel sehingga #dak tercapai konsentrasi antimikroba
yang efektif didalam sel dan terjadi modifikasi pada molekul dalam sel yang merupakan
target antimikroba (Neu, 1992 dalam Yuliani, 1999).

Hasil pengujian aktivitas ekstrak intraseluler terhadap kapang Aspergillus niger
dan Penicillium sp. dapat dilihat pada Tabel 3. Hasil pengujian ekstrak intraseluler
Nitzschia closterium terhadap kapang A:Ypergiﬂ_zgs niger dan Penicillium sp. tidak
menunjukan adanya aktivitas pen.ghambaéan pada beberapa konsentrasi yang diujikan,
yaitu 2500, 2000 dan 1000 ppm (mg/l), schingga dapat dikatakan bahwa ekstrak

tersebut belum memiliki aktivitas sebagai zat antifungi.

41



Bulefin Teknologi Hasil Perikanan

P e — Volume Y111 Nomor 2 Tahun 2004

Tabel 3. Diameter hambatan ekstrak intraseluler Nifzschia closterium terhadap
kapang Aspergillus niger dan Penicillitm sp.

) Jenis mikroorganisme
Konsentast Aspergillus niger Penicillium sp
ppm. ) p . %}
(mg/ml) Hambatan OECDSI Hambatan | Potensi (%)
(%) |
(mm) P (mm)
Kontrol (A) - - ! -
Ekstrak - - i 5 -
2500 Intraseluler (B)
Ekstrak - - : 2 -
Intraseluler (C) l
' Kontrol (A) - - - -
" Ekstrak - - I -
2000 . Intraseluler (B) |
; " Ekstrak - - 0 -
E Intraseluler (C)
| » Konwol (A) - - - -
Ekstrak - - - -
1000 Intraseluler (B)
Ekstrak - - - -
Intraseluler (C} !
Keterangan ;: Kontrol = Streptomycin - = Tidak ada hambatan

Dilihat kejernihan zona penghambatan yang dihasilkan maka ekstrak zat aktif
intraseluler dari kultur Nitzschia closterium tergolong ke dalam zat yang memiliki efek

statik, yaitu menghambat pertumbuhan tanpa membunuh sel mikroba tersebut.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kurva pertumbuhan Nitzschia closterium yang diperoleh dimulai dari fase log
eksponensial (0-7 hari) dengan kepadatan 1,00 x 10 sel/ ml sampai 5,98 x 10° se/ml,
kemudian fase penurunan laju pertumbuhan (hari ke-8) dengan kepadatan 4,00 x 10°
sel/ml, fase stasioner (9 — 47 hari) kepadatan sel berkisar antara 4,50 x 10° sel/ ml —~
7.57 x 10° sel/ ml dan diakhiri dengan fase kematian (sejak hari ke-48).

Hasil  ekstraksi terhadap  biomassa yang  dihasilkan  mikroalaga
Nitzschia closterium yaitu berupa ekstrak intra seluler dengan rendemen sebesar 1,5623

atau kira-kira 82,27 % dari berat kering serbuk biomassanya.
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Ekstrak intraseluler yang dihasilkan dan Nitzschia closterium mempunyai
aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan Kscherichia coli, Salmonella typhii dan
Penicillium sp, tetapt tidak mempunyai aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan
Aspergillus niger.  Konsentrasi hambatan mintmum bakteri Kscherichia coli dan
Safmonella typhi teriadi pada konsentrast 2000 ppm (mg/l) dengan jumlah ekstrak
intraseluler yang diujikan sebesar 25 pl dan nilai potensi masing-masing sebesar 30 — 40
% dan 2941 - 35,29 %. Ekstrak intraseluler Nitzschia closteriiun tersebut memiliki
kemantpuan yang rendah dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli,

Salmonella nphii dan Penicillium sp.
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