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macroalgae symbiont pigment Turbinaria conoides originating from
the coastal waters of Hamadi Jayapura, Papua. The method used
was an experimental method by identifying pigments using Thin
Chromatography (TLC), and for Antioxidant testing using the
DPPH Method. By employing TLC plate Spot 1 on the yellow
TLC plate, with a Retardation frequency (Rf) value of 5/8 = 0.62,
carotenoid was identified. The pigment extract of the TC.11
symbiont bacterial pigment extract also had antioxidant potential
which was tested by the DPPH method. The IC50 value of
TC.11 bacteria of 24315 ppm compared to the B-carotene marker
of 4103 ppm.

PENDAHULUAN
Rumput laut atau makro alga adalah

Indonesia memiliki total biodiversitas makro alga di
dunia (Sanger ez a/, 2018) sehingga memiliki peluang
sumberdaya hayati laut yang sangat melimpah dan untuk menggali potensi senyawa bioaktif sebagai
beranekaragam  di wilayah pesisir atau perairan.

(Diachanty, ar a/ 2017). Dengan kata perairan

penangkal radikal bebas seperti Pigmen rumput laut
selain berfungsi sebagai pewarna, juga mempunyai
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banyak manfaat bagi kesehatan. Komposisi senyawa
bioaktif, teristimewa pigmen rumput laut yang
sangat bervariasi memberikan keunikan tersendiri
yang hingga saat ini belum banyak terungkap (Basir
et al, 2017) seperti pigmen Karotenoid.

Karotenoid adalah golongan pigmen yang
memiliki potensi dibidang kesehatan yang banyak
ditemukan dari rumput laut. Pigmen beta karoten
atau karotenoid merupakan pigmen yang berwarna
orange dan memiliki banyak manfaat dan banyak
bagi masyarakat umum yang memanfaatkan pigmen
tersebut untuk berbagai kebutuhan (Bauernfeind
(1981). Contohnya Kekhawatiran terhadap efek
samping antioksidan sintettk  yaitu  bersifat
karsinogenik, berdasarkan uji toksikologi dapat
memicu berkembangnya sel-sel kanker (Kumar ¢ ai.
2008), maka antioksidan alami menjadi alternatif
terpilih. Antioksidan alami mampu melindungi
tubuh terhadap kerusakan yang disebabkan spesies
oksigen reaktif tanpa efek samping, mampu
menghambat penyakit degeneratif serta mampu
menghambat peroksidasi lipid (Ganesan ¢z a/, 2008).
Antioksidan  dari rumput laut telah banyak
dilaporkan di antaranya sumber nutraseutika seperti
rumput laut jenis Sargassum aquifolinm (Firdaus, 2013),
ekstrak rumput laut juga memiliki potensi
antioksidan (Yanuarti ez a/, 2017).

Keanekaragaman pigmen Rumput Laut
yang memiliki banyak Potensi sebagai senyawa
bioaktif juga mempunyai peluang dalam suatu
ckosistem laut, yang memegang peran biologis dan
ckologis yang penting karena organisme ini
menyediakan nutrisi, sangat beragam disebabkan
tempat reproduksi dan lingkungan hidup bagi
organisme lain. Peranan tersebut menjadikan
rumput laut sebagai organisme penting dalam
menjaga kestabilan ekosistem laut. Salah satunya
adalah mampu memberikan habitat yang nyaman
bagi mikroorganisme seperti bakteri yang berasosiasi
dengan rumput laut atau sebut Bakteri Simbion.

Bakteri Simbion adalah bakteri yang hidup
bersimbiosis dengan suatu inang seperti rumput
laut, bakteri simbion diduga dapat menghasilkan
senyawa bioaktif yang mirip dengan inangnya.
Produksi senyawa bioaktif dari mikroba simbion
diperkirakan  lebih  efisien dan  ekonomis

dibandingkan  bila menggunakan  organisme
inangnya diperkirakan minimal 25 mikroba yang
dapat kultur atau isolasi dati rumput laut atau
makroalga sudah mampu meberikan metabolit
sekunder yang memiliki potensi dibidang farmasi
atau obat — obatan (Proksch a7 al, 2002; Burgess, e
al, 2003). Oleh karena itu dalam penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi bakteri Simbion yang
hidup berasosiasi dengan Rumput Laut Turbinaria
conoides yang berasal dari pantai Hamadi Jayapura
Papua dengan mengeksplor Potensi antioksidan dari
rumput laut tersebut dengan menggunakan motode
DPPH.

Menurut Hanani ¢ 4/, 2005 bahwa metode
peredaman radikal bebas DPPH (1,1- difenil-2-
pikrilhidrazil)
antioksidan yang memerlukan sedikit sampel,

merupakan metode pengujiaan

sederhana, mudah, cepat dan peka mengeksplorasi
potensi dan aktifitas antioksidan dari senyawa bahan
alam atau sumber biopigmen Bakteri simbion yang
berasosiasi dengan rumput laut sebagai penangkal
radikal Bebas atau sebagai Potensi Antioksidan.

METODE
Metoda Sampling

Metoda yang digunakan dalam peneltian
ini adalah metode purposif, artinya rumput laut
diambil tidak semua jenis tetapi jenis rumput laut
coklat yang betjenis Twrbianaria conoides dan
sampel rumput laut diambil dari lokasi pantai
Hamadi Jayapura Papua.

Isolasi Bakteri yang Berasosiasi dengan
Rumput Laut

Proses isolasi bakteri dari rumput laut di
lakukan menggunakan metode sebaran (Radjasa
et al., 2007). Sampel rumput laut 10 gram
dimasukan kedalam wadah cawan petri yang
berisi air laut steril, dan selanjutnya di potong
secara halus tetapi tidak semua bagian zz//us dari
rumput digunakan namun jaringan yang secara
visual diduga dapat memberikan habitat yang
baik untuk penempelan mikroorganisme
simbion, Isolasi bakteri simbion dengan
menggunakan prosedur pengenceran oleh kerja
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oleh Radjasa e al., 2007 ). Selanjutnya dilakukan
seri pengenceran terhadap sampel tersebut.
Dari masing-masing cawan petri tersebut
diambil 10 ml sampel dengan pipet steril,
kemudian dimasukkan ke dalam labu erlemeyer
berisi 90 ml air laut steril dan akan diperoleh
pengenceran  sampel sebesar 107.  Dari
pengenceran 10" tersebut diambil 1 ml sampel
dengan pipet steril dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi berisi 9 ml air laut steril dan akan
Demikian

diperoleh  pengenceran 107

selanjutnya sehingga akan diperoleh
pengenceran sampel 107 10% dan 10°. Dari
masing-masing seri pengenceran tersebut,
selanjutnya diambil 1 ml sampel dan dimasukkan
ke dalam cawan petri steril yang dituangi media
agar Zobell 2216E. Cawan petri tersebut
kemudian diinkubasikan pada suhu 30°C selama
2 hari. Koloni bakteri berwarna yang tumbuh
pada permukaan agar tersebut, kemudian
dipisahkan dengan teknik goresan (streak method)
sehingga diperoleh isolat bakteri berwarna yang

berasosiasi dengan rumput laut.

Ekstraksi Pigmen

Pellet bakteri simbion yang sudah
diperoleh dari metode strek sebanyak * 5 mL
diekstraksi dengan menggunakan metanol 100%
dan diekstraksi dengan menggunakan pelarut
aseton:metanol 7:3 didalam wadah botol Vial
selama * 30 menit Ekstraksi dilakukan secepat
mungkin untuk menghindari terjadinya oksidasi
dan dengradasi enzimatik. Selanjutnya ekstrak
disaring dengan kertas saring, residu diekstrasi
kembali dengan pelarut yang baru sampai
seluruh pigmen terangkat.

Uji Aktifitas Antioksidan

Ekstrak dilarutkan dalam aseton 10 mL
dan dibuat berbagai seri konsentrasi. Blanko
berupa campuran 4 ml metanol 95% kemudain
di tambahkan 1 ml ekstrak larutan sampel
sebanyak dari 4 ml DPPH kemudian ditambah
1 ml ekstrak.

Blanko maupun sampel disimpan
selama 30 menit di ruang gelap, lalu diukur pola
absorbansinya atau penyerapannya
menggunakan spektofotometri pada panjang
gelombang 517 nm 1240 (Yanuarti, e a/, 2017)
dan Aktivitas penghambatan radikal bebas
dihitung menggunakan rumus:

[DPPH ], —[DPPH |
[DPPH ],

[DPPH ]o = Konsentrasi DPPH awal
[DPPH], = Konsentrasi DPPH akhir yang

tersisa

> X100%

Penghambatan :

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini adalah bakteri fotosintetik yang hidup
bersimbiosis dengan rumput laut T. Conoides.
Berdasarkan identifikasi diperoleh 4 koloni
bakteri yang sudah diberi kode untuk masing-
masing koloni. Setelah dibiakan hanya 1 jenis
bakteri yang memberikan warna orange tua.
Dipilih yang berwarna orange tua karena warna
tersebut  mengindikasikan adanya  pigmen
karotenoid yang dapat berfungsi sebagai
antioksidan. Bakteri tersebut diisolasi dari
T.conoides yang diambil dari perairan Pantai
Hamadi Papua. Berikut ini foto dati T. conoides
yang berasil diambil saat sampling :
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Gambar 1. Turbinaria conoides

Bakteri yang diisolasi adalah bakteri yang
memberikan orange tua, kuning, sampai merah
yang menunjukkan adanya pigmen fotosintetik

didalamnya. Bakteri yang berhasil diisolasi
memberikan warna kuning yang ditunjukkan
pada gambar di bawah :

Gambar 2. (a) Pigmen bakteri TC.1, yang bersimbion dengan (1.conoides) Pada media padat dan (b).
Ekstrak kasar pigmen bakteri dalam metanol

Kenampakan warna secara visual
merupakan identifikasi awal adanya pigmen di
dalam bakteri. Untuk langkah selanjutnya perlu
diekstraksi untuk mengetahui jenis pigmen yang
ada pada bakteri tersebut. Pigmen klorofil dan
karotenoid adalah pigmen yang bersifat /Zposoluble
pigment sehingga digunakan pelarut yang dapat
bercampur dengan air seperti aseton dan
metanol. Aseton umumnya digunakan untuk

menarik pigmen yang bersifat cenderung non
polar Aseton umumnya digunakan untuk
menarik pigmen yang bersifat cenderung non
polar seperti: karoten, dan metanol digunakan
untuk menarik pigmen yang cenderung polar
seperti xantofil. Selain itu kedua pelarut juga
dapat digunakan untuk memecah ikatan.
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Identifikasi KLT
Hasil identifikasi senyawa turunan pada
pigmen bakteri asosiasi dengan menggunakan

@)

metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
berhasil diketahui 1 jenis senyawa turunan, yaitu
karotenoid.

-

-

(b)

Gambar 3: Identifikasi Pigmen menggunakan Plat KLT

Totolan atau bercak 1 pada pelat
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) berwarna
kuning, memiliki nilai frekuensi Retardasi (Rf)
sebesar 5/8= 0,02 dasn diidentifikasi sebagai
karotenoid. Nilai R (faktor retardasi) merupakan

batasan atau jarak yang ditempuh oleh pigmen,
dibagi dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut
(Harbone, 1991). . Secara umum struktur kimia
pigmen karotenoid sebagai berikut :

COI0Td

{b) fH-karoren

Gambar 4. Struktur kimia karatenoid
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Uji Potensi Antioksidan

Pengujian dari antioksidan dari masing-
masing fraksi dapat dibandingkan dengan
marker beta karoten, dengan memiliki Nilai I1C;
di hitung menggunakan regresi Linier ~ dan hasil
uji potensi antioksidan yang telah disajikan pada
gambar (50) Ekstrak Kasar Pigmen bakteri

30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

,

asosiasi TC.1; menggunakan DPPH. Dengan
konsentrasi penghambatan radikal bebas 50%.
(ICs), dibandingkan dengan marker B-karoten
yang merupakan antioksidan alami jadi nilai 1Cs
Ekstrak Kasar Pigmen bakteri TC.1; sebesar :
24315 ppm lebih tinggi dari marker 3- karoten
yang memiliki nilai ICs, sebesar 4103 ppm.

marker B karoten
IC 5,

5

T.conoides

Gambar 5. Nilai IC5, (ppm) Ekstrak Kasar bakteri simbion dan Marker 3-karoten sebagai Pembanding

Semakin  tinggi nilai  1Cs, maka
kemampuan untuk menangkap radikal bebas
semakin kecil. Dan jika nilai ICs, yang rendah
menghasilkan potensi sebagai penghambat
Radikal bebas tinggi . Konsentrasi ekstrak dari
pigmen bakteri TC.1; dalam meskipun dalam
jumlah yang minimal tetap dapat menajdi
potensi senyawa penangkal radikal bebas
walaupun tidak semaksimal B-karoten. Proses
kerja pigmen karotenoid dari ekstrak kasar
pigmen bakteri TC.1; diduga sama seperti
mekanisme kerja Karotenoid secara umum yaitu
sebagai berikut:

02 + Car— > 02+ Car
Car —> Car + Energi panas

Pigmen beta karoten dapat berfungsi
sebagai quencher singlet oksigen, (Yanislieva-
Maslarova, 2001; Trilaksani, 2003). Dan menjadi
triplet oksiden, Pigmen Beta Karoten juga
mampu melepaskan panas dan kemudian dapat
kembali menjadi pigmen karotenoid., yang
diungkapkan oleh Gordon (1990) bahwa
antiokksidan sekunder dengan siklus kerjanya
yaitu mampu mengubah bentuk triplet oksigen
sebgai bentuk antioksidan teriser yang memiliki
potensi untuk memperrbaiki sel — sel yang rusak
diakibatkan oleh kerjanya potensi radikal bebas
(Krinsky, 1979, 1989).
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KESIMPULAN

Telah teridentifikasi Pigmen bakteri
simbion TC.1, diduga sebagai senyawa
karotenoid dengan faktor retardasi Rf : 0,67.
Ekstrak pigmen ekstrak pigment bakteri simbion
TC.1;  juga memiliki potensi antioksidan yang
di uji dengan metode DPPH di lihat Nilai ICs,
dari bakteri TC.1, sebesar 24315 ppm
dibandingkan dengan marker @ — karoten
sebesar 4103 ppm.
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