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ABSTRACT

PATHOGENICITY TEST OF Bacillus cereus PTF ON MICE (Mus
musculus) AS A MEDIATOR FOR THE FORMATION OF Sargassum sp.
ALGINATE OLIGOSACCHARIDE

By

Ica Amelia

Alginate Oligosaccharide (AOS) is a derivative of alginate that has better
solubility in water and better bioactivity than its polymer. One of the mediators in
the formation of alginate oligosaccharides (AOS) by enzymatic reaction of the
bacterium Bacillus cereus PTF. The purpose of this study was to test the level of
pathogenicity of B. cereus PTF bacteria mixed with alginate oligosaccharide
(AOS) in mice (Mus musculus). The method used in this study was a complete
randomized design (CRD) with 5 treatments in the form of adding 120 ml of B.
cereus PTF bacteria each with a density of 10? cfu/ml, 10* cfu/ml, 10¢ cfu/ml, and
10® cfu/ml with 3 replications each. The results showed that feed supplemented
with alginate oligosaccharides (OSA) and B. cereus PTF bacteria did not cause
red blood cell lysis or clinical symptoms such as weakness, loose stools, increased
appetite, and no mortality in mice. B. cereus PTF contained in alginate
oligosaccharide (AOS) is not pathogenic, which is indicated by its inability to lyse
red blood cells and the results of in vivo tests show no mortality in mice (Mus
musculus).

Keywords: Bacillus cereus PTF, Mice, Alginate Oligosaccharide (AOS),
Pathogenicity



ABSTRAK

UJI PATOGENISITAS Bacillus cereus PTF TERHADAP MENCIT (Mus
musculus) SEBAGAI MEDIATOR PEMBENTUKAN OLIGOSAKARIDA
ALGINAT Sargassum sp.

Oleh

Ica Amelia

Oligosakarida alginat (OSA) merupakan turunan dari alginat yang memiliki
kelarutan lebih baik dalam air dan bioaktivitas yang lebih baik dari polimernya.
Salah satu mediator dalam pembentukan oligosakarida alginat (OSA) dengan
reaksi enzimatis dari bakteri Bacillus cereus PTF. Tujuan penelitian ini untuk
menguji tingkat patogenisistas bakteri B. cereus PTF yang ditambahkan dengan
oligosakarida alginat (OSA) pada mencit (Mus musculus). Metode yang
digunakan pada penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5
perlakuan berupa penambahan 120 ml bakteri B. cereus PTF masing-masing
dengan kepadatan 10? cfu/ml, 10* cfu/ml, 10¢ cfu/ml, dan 10® cfu/ml dengan
masing-masing 3 kali ulangan . Hasil penelitian menunjukkan bahwa pakan yang
telah ditambahkan oligosakarida alginat (OSA) dengan bakteri B. cereus PTF
tidak mampu melisiskan sel darah merah, serta mengalami gejala klinis seperti
lemas, feses mencair, nafsu makan meningkat dan tidak adanya tingkat kematian
pada mencit. Bakteri B. cereus PTF yang terdapat dalam oligosakarida alginat
(OSA) tidak bersifat patogen, yang ditunjukkan oleh ketidakmampuannya melisis
sel darah merah serta hasil uji in vivo menujukkan tidak ada kematian pada mencit
(Mus musculus).

Kata Kunci: Bacillus cereus PTF, Mencit, Oligosakarida Alginat (OSA),
Patogenisitas
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sargassum sp. merupakan salah satu jenis alga coklat yang memiliki kan-
dungan alginat tinggi. Alginat merupakan hidrokoloid alami suatu polimer pan-
jang dengan berat molekul besar yakni 500-1000 kDa, tersusun oleh dua unit
monomerik, merupakan satu-satunya biopolisakarida laut alami yang mengandung
gugus karboksil di setiap cincin gulanya dan berasal dari komponen utama getah
ganggang coklat serta memiliki senyawa penting yang terdapat dalam dinding sel
spesies ganggang. Secara kimia, alginat merupakan polimer murni dari asam
uronat yang tersusun dalam bentuk rantai linier panjang (Putriyana et al., 2018;
Safitri et al., 2023).

Penggunaan alginat sangat terbatas karena memiliki berat molekul yang
besar, sehingga diperlukan pedegradasi polisakarida menjadi oligosakarida dengan
berat molekul rendah (Xing et al., 2020). Alginat telah dimanfaatkan pada bebe-
rapa bidang, yakni bidang industri pangan, bidang non-pangan, dan bidang kedok-
teran atau farmasi. Di bidang industri pangan, digunakan sebagai penstabil emulsi
pada es krim, suspensi pada susu coklat, dan pengatur viskositas pada yoghurt.
Dalam bidang non-pangan telah dimanfaatkan sebagai pengikat air (pengental)
dalam pewarnaan motif batik yang dimanfaatkan di bidang industri tekstil, serta
berfungsi sebagai pengikat air untuk mempermudah penetrasi ke jaringan kulit
yang dimanfaatkan di bidang industri kosmetik. Di bidang farmakologi memiliki
manfaat sebagai antikanker, antivirus, antioksidan, antibakteria, antiinflamasi,
antigiganogenik, antitumor, antivirus, dan antiherpatik (Husni & Budhiyanti,
2021; Mulyani et al., 2017; Sinurat & Marliani, 2017; Widyartini et al., 2012).

Oligosakarida alginat (OSA) merupakan turunan alginat yang diperoleh

melalui proses depolimerisasi, baik secara enzimatis menggunakan enzim alginat



lyase atau secara kimiawi menggunakan metode hidrolisis asam (degradasi oksi-
datif), dan memiliki kelarutan lebih baik dibandingkan dengan alginatnya. Oligo-
sakarida alginat (OSA) telah dimanfaatkan sebagai probiotik, antikoagulan, anti-
oksidan, antikanker, yang dapat memicu pertumbuhan, dan merupakan bahan
alami imunomodulator yang bermanfaat untuk merangsang peningkatan sistem
kekebalan tubuh (Nainggolan et al., 2021 ; Safitri, 2023 ; Subaryono et al., 2017).

Pemanfaatan bahan alami seperti ekstrak tumbuhan, senyawa dari mikroor-
ganisme, dan zat-zat yang dihasilkan oleh organisme laut, mempunyai potensi
signifikan yang mampu melawan berbagai patogen seperti bakteri, virus dan
jamur (Laoli et al., 2024). Sebelum dimanfaatkan, oligosakarida alginat (OSA)
perlu diuji terlebih dahulu untuk memastikan keamananya, salah satunya dengan
melakukan uji patogenisistas. Uji patogenisitas terhadap OSA dilakukan untuk
mengevaluasi keamanan bagi oerganisme sebelum dikembangkan lebih lanjut. Uji
patogenisistas dapat dilakukan pada mencit dengan menggunakan bakteri Bacillus
cereus PTF. Bakteri Bacillus cereus PTF merupakan bakteri yang hidup di tanah
dan di perairan serta dapat mengkontaminasi makanan, sehingga menyebabkan
sakit pada bagian gastrointestinal yang ditandai dengan gejala mual dan muntah
setelah mengkonsumsi makanan yang terkontaminasi (Samodra et al., 2024). Pada
manusia bakteri Bacillus cereus PTF dapat bersifat patogen karena dapat
mengakibatkan penyakit.

Mencit digunakan dalam uji patogenisitas karena mempunyai ciri fisiologi,
struktur anatomi, genetik, respon imun dan biokimia yang hampir menyerupai
manusia, mudah ditangani, serta memiliki karakteristik reproduksi mirip dengan
mamalia (Yusuf et al., 2022). Berdasarkan uraian di atas, belum diketahui kajian
terbaru mengenai uji patogenisitas oligosakarida alginat (OSA), sehingga perlu
dilakukan penelitian uji patogenisistas oligosakarida dengan bakteri Bacillus
cereus PTF pada mencit untuk mengetahui tingkat patogenisitas bakteri Bacillus

cereus PTF yang diformulasi dengan oligosakarida alginat (OSA).



1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian bertujuan untuk menganalisis tingkat patogenisitas bakteri
Bacillus cereus PTF yang diformulasi dengan oligosakarida alginat (OSA) pada

mencit (Mus musculus).

1.3 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian yaitu memberikan informasi mengenai tingkat
patogenisitas bakteri Bacillus cereus PTF yang diformulasikan dengan oligo-

sakarida alginat (OSA) pada hewan uji mencit (Mus musculus).

1.4 Kerangka Penelitian

Sargassum sp. merupakan salah satu jenis alga coklat yang memiliki kan-
dungan alginat tinggi. Alginat merupakan komponen utama dari getah ganggang
coklat dan memiliki senyawa penting yang terdapat dalam dinding sel spesies
ganggang. Secara kimia, senyawa ini merupakan polimer murni dari asam uronat
yang tersusun dalam bentuk rantai linier panjang. Oligosakarida alginat (OSA)
merupakan turunan dari alginat yang memiliki kelarutan lebih baik dibandingkan
bentuk polimernya. Penggunaan bahan alami seperti OSA diperlukan tahap evalu-
asi keamanan, salah satunya melalui uji patogenisitas. Uji patogenisistas dilaku-
kan dengan dua cara yakni, secara in vitro dengan bakteri Bacillus cereus PTF
untuk melihat aktivitas hemolisis, dan secara in vivo melalui pemberian pakan
perlakuan untuk melihat LDso, rerata waktu kematian, aktivitas tingkah laku dan
gejala klinis. Maka dari itu diperlukan penelitian tentang uji patogenisistas oligo-
sakarida alginat (OSA) dengan bakteri Bacillus cereus PTF pada mencit untuk
mengetahui tingkat patogenisitas bakteri Bacillus cereus PTF yang diformulasikan

dengan oligosakarida alginat (OSA).
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1.5 Hipotesis Penelitian
a. Uji Hemolisis Bakteri
Hy:ti =0
Bakteri Bacillus cereus PTF tidak memberikan pengaruh nyata terhadap

aktivitas hemolisis bakteri

Hi:ti#0
Setidaknya terdapat bakteri Bacillus cereus PTF memberikan pengaruh

berbeda nyata terhadap aktivitas hemosis bakteri

b. Lethal Dose (LDso)
Hy:ti =0
Semua perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF tidak memberikan

pengaruh nyata terhadap Lethal Dose (LDso) mencit (Mus musculus)

Hi:ti#0
Setidaknya terdapat satu perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF yang
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap Lethal Dose (LD50) mencit (Mus

musculus)

c. Rerata Waktu Kematian (RWK)
H 0- i=0
Semua perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF tidak memberikan

pengaruh nyata terhadap rerata waktu kematian (RWK) mencit (Mus musculus)

Hy:ti#0
Setidaknya terdapat satu perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF yang
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap rerata waktu kematian (RWK)

mencit (Mus musculus)



d. Aktivitas Tingkah Laku dan Gejala Klinis
Hy:ti =0

Semua perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF tidak memberikan
pengaruh nyata terhadap aktivitas tingkah laku dan gejala klinis mencit (Mus

musculus)

Hi:ti#0
Setidaknya terdapat satu perlakuan dosis bakteri Bacillus cereus PTF yang
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap aktivitas tingkah laku dan gejala

klinis mencit (Mus musculus)



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Laut Sargassum sp.
2.1.1 Klasifikasi Rumput Laut Sargassum sp.

Rumput laut Sargassum sp. merupakan salah satu jenis alga coklat yang
memiliki kandungan alginat tinggi. Klasifikasi Sargassum sp. menurut Bold &

Wayne (1985) :

Kingdom : Plantae
Divisi : Thallophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucalus
Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum sp.

Keterangan: (a) Thallus, (b) Air bladder, (¢) Blade, (d) Stip

Gambar 2. Sargassum sp.
Sumber: Amos, 2016



2.1.2 Morfologi Rumput Laut Sargassum sp.

Sargassum sp. memiliki warna coklat kekuning-kuningan dengan panjang
thallus sekitar 35 cm yang berbentuk batang. Stipe yang menyerupai tangkai un-
tuk menopang blade dan vesikel udara. Blade berbentuk menyerupai daun dengan
bentuk memanjang, pipih, dan tepi bergerigi dengan panjang 1,3-4,2 cm dan lebar
0,25-1,15 cm. Air bladder atau vesikel udara berbentuk bulat berukuran kecil
dengan diameter 1,5-3 mm yang melekat pada thallus batang primer atau sekun-
der, serta dapat hidup secara bergerombol atau sendiri-sendiri (Widyartini et al.,
2012) (Gambar 2).

Sargassum sp. merupakan jenis alga coklat yang terdapat pada kelas (Phaeo-
phyceae) dan tersebar di perairan tropis termasuk di Indonesia. Sargassum sp.
tumbuh di daerah perairan yang jernih, dengan substrat dasar batu karang, batu
mati, batuan vulkanik yang berada di dasar perairan serta dapat tumbuh di daerah
intertidal, subtidal, sampai daerah tubir yang memiliki ombak besar serta arus
deras dengan kedalaman sekitar 0,5-10 m (Muslimin & Sari, 2017).

Sargassum sp. merupakan sumber daya hayati laut dengan potensi yang
tinggi sebagai sumber alginat yang dapat dimanfaatkan dan dikembangkan karena
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder seperti steroid, alkaloid, fenol,
dan triterpenoid. Sargassum sp. memiliki kandungan alginat, vitamin C, vitamin E
(a-tokoferol), mineral, karotenoid, klorofil, florotanin, polisakarida sulfat, asam
lemak, dan asam amino yang dapat dimanfaatkan sebagai bioaktivitas antikanker,
anti atherosklerosis, antiinflamasi, antikoagulan, imunomodulator dan antioksidan

(Riwanti et al., 2020; Rohmat et al., 2014).

2.2 Alginat
Alginat berasal dari dinding sel yang banyak dijumpai pada alga cokelat
(Phaeophyta) memiliki senyawa heteropolisakarida dari hasil pembentukan rantai
monomer mannuronic acid (asam poly-D-mannuronat) dan guluronic acid (asam
poly-L-guluronat) (Gambar 3). Alginat memiliki peran sebagai komponen penguat
dinding sel dengan kandungan yang melimpah dan dapat mencapai 40% dari berat
kering rumput laut coklat (Sinurat & Marliani, 2017). Alginat dapat diperoleh

dengan menggunakan metode asam alginat, kalsium alginat, natrium alginat dan



sumber yang beragam dengan jumlah alginat yang berbeda pada setiap

metodenya. (Safitri, 2023).
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Gambar 3. Struktur kimia alginat
Sumber: Guswantoro et al., 2020

Alginat merupakan polimer murni dari asam uronat yang tersusun dalam
bentuk rantai linier panjang. Alginat memiliki berat molekul yang tinggi sehingga
mudah sekali dalam menyerap air (Putriyana et al., 2018). Alginat dapat mengha-
silkan polisakarida yang merupakan komponen esensial bagi organisme karena

memiliki bioaktivitas sebagai antitumor, antioksidan, antivirus, imunostimulan,

antikanker, dan antimikroba. Selain itu, alginat memiliki sifat biodegradasi dikare
nakan dapat menurunkan konsentrasi tembaga secara adsortif dari dalam air dan
ammonia melalui imobilisasi bakteri (Safitri, 2023).

Alginat memiliki kelemahan yang dapat menghambat penggunaanya karena
berat molekul alginat yang besar yakni 500-1000 kDa dan diperlukan pendegra-
dasi pemecahan molekul alginat melalui proses enzimatik dengan bantuan enzim

alginat lyase (Sinurat & Marliani, 2017).

2.3 Enzim Alginat Lyase

Enzim alginat lyase merupakan enzim yang mengkatalisis pemecahan
alginat dengan mekanisme eliminasi 3 dari ikatan glikosil 4-O dan menghasilkan
4-deoxy-L-erythro-hex-4-ene piranosiluronat pada ujung gugus nonreduksi dari
oligosakarida yang dihasilkan (Gacesa, 1992). Enzim alginat lyase memiliki man-
faat seperti produksi oligosakarida, pengatus sifat polisakarida, dan sebagai anali-
sis struktur polisakarida. Enzim alginat lyase yang menghasilkan oligosakarida
alginat (OSA) memiliki berbagai aktivitas biologi seperti prebiotik, imunomodu-
lasi, antikoagulasi, antioksidan, antikanker, aktivitas pemacu pertumbuhan, me-

ningkatkan produksi antibiotik dan etanol (Subaryono et al., 2013).
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2.4 Oligosakarida Alginat (OSA)

Oligosakarida alginat (OSA) merupakan oligosakarida yag dihasilkan dari
pemotongan polimer alginat, dan memiliki berbagai aktivitas biologis. OSA me-
nujukkan sifat antikanker dikarenakan dapat menginduksi sitokin sitotoksik mau-
pun TNF-a. OSA juga mampu dalam memproduksi berbagai jenis sitokin yang
merupakan senyawa pengatur sistem imun di dalam tubuh, serta dapat menurun-
kan potensi penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri patogen yang berada di
usus. Dibandingkan dengan polimer alginat, OSA memiliki keunggulan berupa
kelarutan lebih baik dalam air dan bioaktivitasnya lebih baik dibandingkan poli-
mernya. OSA termasuk bagian dari serat yang dapat larut dalam air serta mampu
menurunkan kandungan kolesterol dalam darah khususnya LDL (Low Density
Lipoprotein) dan berperan sebagai senyawa antihiperlipidemia (Subaryono et al.,

2017)

2.5 Bakteri Bacillus cereus PTF
2.5.1 Klasifikasi Bakteri Bacillus cereus PTF
Bakteri Bacillus cereus PTF merupakan organisme yang berasal dari tanah.

Menurut Pelczar et al. (1988), bakteri Bacillus cereus PTF memiliki klasifikasi

sebagai berikut :

Kingdom : Procaryote
Devisi : Bacteria

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae
Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus cereus

Gambar 4. Bakteri Bacillus cereus
Sumber: Othman et al., 2025
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2.5.2 Morfologi Bakteri Bacillus cereus PTF

Bakteri Bacillus cereus PTF merupakan bakteri gram positif yang berbentuk
batang, memiliki ukuran lebar 1,0 um-1,2 um dan panjang 3 pm-5 um, bersifat
aerob, dengan suhu petumbuhan maksimum 37°C-48°C dan minimum 5°C-20°C
serta pH pertumbuhan berkisar 5,5-8,5 (Gambar 4). Bakteri Bacillus cereus PTF
mampu membentuk endospora yang tahan terhadap kondisi panas, serta mengha-
silkan dua tipe toksin yaitu toksin yang menyebabkan diare disebabkan oleh pro-
tein dengan berat molekul besar dan toksin yang menyebabkan muntah atau eme-
sis disebabkan oleh peptida tahan panas dengan berat molekul rendah (Hamidah,
2020).

Bakteri Bacillus cereus PTF merupakan bakteri alginolitik penghasil alginat
lyase yang berasal dari tanah maupun laut (Subaryono et al., 2015). Bakteri
Bacillus cereus PTF berasal dari Sargassum sp. merupakan bakteri penghasil
enzim alginat lyase yang dapat memotong polimer alginat menjadi oligosakarida
alginat secara enzimatis (Safitri et al., 2023). Bakteri Bacillus cereus PTF memi-
liki sifat aerob fakultatif, yang dapat memanfaatkan oksigen dan menghasilkan
energi secara anaerobik, serta memiliki kemampuan enzimatis yang beragam
(Yustinah et al., 2016). Bakteri Bacillus cereus PTF merupakan bakteri patogen
instestinal yang dapat menghasilkan zat antibiotik dan menghasilkan toksin pada
makanan serta menyebabkan sindrom diare dan emesis (Endarini et al., 2022).
Pada manusia bakteri Bacillus cereus PTF bersifat patogen yang dapat menye-
babkan sakit pada bagian gastronitestinal yang ditandai dengan gejala mual dan
muntah setelah mengonsusmsi makanan yang terkontaminasi oleh bakteri Bacillus

cereus PTF (Samodra et al., 2024).

2.6 Hewan Mencit (Mus musculus)
2.6.1 Klasifikasi Hewan Mencit (Mus musculus)
Mencit merupakan salah satu hewan uji yang sering digunakan dan

memiliki ukuran kecil. Klasifikasi mencit menurut Riskana (1999) :
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Kingdom : Animalia
Divisi : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

Gambar 5. Mencit (Mus musculus)

2.6.2 Morfologi Hewan Mencit (Mus musculus)

Mencit merupakan anggota tikus yang memiliki ukuran kecil. Mencit
termasuk kedalam hewan mamalia pengerat yang bersifat omnivorous dan
nokturnal. Mencit memiliki ciri-ciri seperti tubuh ditutupi oleh rambut yang
berwarna putih atau keabu-abuan dengan perut sedikit pucat, mempunyai mata
yang berwarna merah ataupun hitam (Gambar 5) (Salsabela, 2022).

Mencit merupakan salah satu hewan uji yang sering digunakan untuk hewan
percobaan laboratorium karena memiliki kelebihan seperti siklus hidup relatif
pendek, jumlah anak per kelahiran banyak, variasi sifat-sifatnya tinggi, mudah
ditangani, serta sifat produksi dan karakteristik reproduksinya mirip hewan
mamalia lain. Mencit merupakan hewan uji laboratorium yang memiliki respon
imun menyerupai manusia. Mencit memiliki variasi genetik cukup besar, dan

memiliki sifat anatomis (Yusuf et al., 2022).

2.7 Patogenisitas Bakteri
Patogenisitas merupakan kemampuan suatu organisme untuk menyebakan

penyakit yang dimulai dari proses infeksi sampai timbulnya penyakit. Patogeni-
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sitas bakteri ditentukan oleh kemapuan bakteri untuk melekat pada sel inangnya,
melakukan kolonisasi, dan mengekspresikan faktor-faktor virulensi. Virulensi
merupakan tingkat kemampuan suatu mikroba untuk menyebabkan infeksi.
Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi bakteri sehingga dapat me-nyebabkan
penyakit, yakni kemapuan bakteri untuk menempel dan masuk ke dalam tubuh
inangnya, kemapuan bakteri untuk mengambil nutrisi dan bertahan hidup dalam
tubuh inangnya, dan kemampuan bakteri untuk berkembang biak serta
kemampuan bakteri untuk bertahan dari sistem pertahanan tubuh inagnya (Aris,
2011).

Pada manusia bakteri Bacillus cereus PTF dapat menyebabkan intoksikasi
makanan yang ditandai dengan gejala mual, muntah, diare dan sakit perut. Bakteri
Bacillus cereus PTF dapat menghasilkan toksin seperti makanan nasi goreng yang
dibiarkan pada suhu kamar selama beberapa jam sebelum dikonsumsi (Hasibuan
et al., 2024). Pada makanan ringan latiao yang berasal dari Cina yang ditemukan
sampel bakteri Bacillus ceresus PTF dapat mengakibatkan gejala keracunan ma-
kanan seperti sakit perut, pusing, mual, dan muntah. Selain sistem pencernaan
bakteri Bacillus cereus PTF sering menyerang mata, sistem pernafasan, dan

bagian tubuh yang terdapat luka (Sicca, 2024).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
3.1.1 Waktu Penelitian

Penelitian telah dilaksanakan pada November 2024 sampai dengan Februari

2025.

3.1.2 Tempat Penelitian
Penelitian telah dilaksanakan di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan
Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung dan Laborato-

rium Balai Veteriner Lampung.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian disajikan pada Tabel 1
Tabel 1. Bahan penelitian

No Nama Bahan Konsentrasi Merek Kegunaan
1. Sargassum sp. - - Bahan baku alginat
2.  Mencit - - Hewan uji penelitian
3. Bacillus - - Isolat bakteri uji
cereus PTF patogenisitas
4. Akuades - - Pelarut untuk pembuatan
media
5. Tryptone Soy 500 g Millipore =~ Media kultur bakteri
Agar (TSA)
6. KCL >99,5 % Repack Bahan pemucatan ekstrak
Merck alginat
7.  Soda ASH - - Bahan ekstraksi alginat
(N32CO3)
8. Soda api - - Penetralisasi pH

(NaOH)
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No Bahan Konsentrasi Merek Kegunaan

9. HCL - - Pelarut maserasi ekstrak
alginat

10. Alkohol 96 % Alkohol 96%  Antiseptik

11. Spirtus - - Bahan bakar untuk
menghasilkan nyala api
pada bunsen

12. Larutan PBS - - Pengencer bakteri

13. Pakan Pelet - Rat bio Pakan hewan uji

3.2.2 Alat

Tabel 2. Alat penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian disajikan pada Tabel 2

No Nama Alat Konsentrasi Merek Kegunaan
1. Jarum ose - - Mengambil dan kultur
bakteri
2. Spatula - - Alat bantu pengambil
bahan
3. Kapas - Onemed Penahan uap air
4. Plastik tahan 1 kg Diana Membungkus alat saat
panas sterilisasi
5. Plastik warp - Klinpak ~ Membungkus cawan petri
6. Aluminium foil - Klinpak  Penutup erlenmeyer &
tabung reaksi
7.  pH meter 0-14 ppm  Muramaru Pengukur pH pada larutan-
larutan
8. Termometer - - Pengukur suhu
9. Mikropipet 100-1000 ul ~ Rongtai  Alat memindahkan cairan
dalam jumlah yang sedikit
10. Blue tip 1000 pl Onemed  Digunakan untuk
mikropipet dengan
ketelitian 1pl
11.  Yellow tip 100 ul Onemed Digunakan untuk
mikropipet dengan
ketelitian 0,1 pl
12. Timbangan 0,0001 gr Sojikyo  Penimbang bahan
analitik penelitian
13.  Gelas ukur 100 ml Onemed  Pengukur larutan
14. Tabung reaksi 20 ml Pyrex Wadah kultur bakteri
15. Cawan petri 15 cm Labotiq =~ Wadah kultur bakteri
16. Bunsen - - Sterilisasi peralatan kultur
bakteri
17. Vortex 4.000 rpm Dlab Menghomogenkan sampel
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No Nama Alat Konsentrasi Merek Kegunaan
18. Hot plate stirrer - Dlab Menghomogenkan larutan
19. Erlenmeyer 1L Duran Wadah pencampuran

larutan dan bahan, serta
penyimpanan media

20. Inkubator 10L B-One Tempat inkubasi sampel
21. Autoklaf 206 kPa GEA Sterilisasi alat dan bahan
22. Spektrofotometri  320-1020 VIS-722  Pengukur absorbansi uji
UV-Vis nm
23. Label - Panda Penanda sampel
24. Toples kaca - - Wadah perendaman
Sargassum sp.
25. Botol minum 60 ml Drinking  Wadah minum hewan uji
kecil bottle
26. Paralon %, inch Rucika  Sebagai tempat
persembunyian mencit
27. Litter box Size L Package = Wadah pemeliharaan
hewan uji
28. Kawat penutup - - Penutup wadah
pemeliharaan hewan uji
29. Kompor - Rinnai ~ Merebus ekstrak

Sargassum sp.

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5 perlaku-
an dan 3 ulangan. Perlakuan terdiri dari kontrol, Bacillus cereus PTF dengan
tingkat kepadatan yang berbeda yaitu 102 cfu/ml, 10* cfu/ml, 10°¢ cfu/ml, dan 10®
cfu/ml. Perlakuan tersebut ditambahkan oligosakarida alginat (OSA) sebagai
bahan uji sebanyak 120 ml kedalam 1 kg pakan. Perlakuan dan rancangan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
P1 : Kontrol, pakan tanpa penambahan OSA dengan kepadatan bakteri 0 cfu/ml
P2 : Mencit diberi perlakuan pakan yang ditambahkan OSA dengan kepadatan
bakteri 10? cfu/ml
P3 : Mencit diberi perlakuan pakan yang ditambahkan OSA dengan kepadatan
bakteri 10* cfu/ml
P4 : Mencit diberi perlakuan pakan yang ditambahkan OSA dengan kepadatan
bakteri 10¢ cfu/ml
PS5 : Mencit diberi perlakuan pakan yang ditambahkan OSA dengan kepadatan
bakteri 10® cfu/ml
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Berikut merupakan susunan tata letak wadah pemeliharaan dalam penelitian yang

dilakukan secara acak :

P3.2 P5.2 P2.1 P1.1 P4.2 P2.2
P5.3 P3.3 P23 P4.1 P1.2 P5.1
P4.3 P3.1 P1.3
Gambar 6. Tata letak wadah pemeliharaan
Keterangan :

P1.1, P1.2, P1.3 : Perlakuan P1 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P2.1, P2.2, P2.3 : Perlakuan P2 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P3.1, P3.2, P3.3 : Perlakuan P3 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P4.1, P4.2, P4.3 : Perlakuan P4 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P5.1, P5.2, P5.3 : Perlakuan PS5 dan 1,2,3 merupakan ulangan.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Persiapan Wadah Pemeliharaan

Wadah pemeliharaan hewan uji menggunakan /itter box sebanyak 15 unit.
Sebelum digunakan litter box diberikan serbuk kayu sebagai media penampung
kotoran mencit, botol minum untuk mencit, paralon sebagai tempat persembunyi-
an, dan kawat penutup sebagai penutup untuk mencegah mencit keluar. Serbuk
kayu diganti setiap 3 hari sekali untuk menjaga kebersihan dan kenyamanan
mencit. Selesai digunakan, /itter box dicuci menggunakan sabun dan dibilas

dengan air bersih.

3.4.2 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian disterilisasi menggunakan
bunsen dan autoklaf dengan tujuan untuk membunuh mikroorganisme yang me-
nyebabkan kontaminan. Proses sterilisasi menggunakan autoklaf dimulai dengan
melakukan pengecekan air di dalam autoklaf yang harus sesuai dengan batas
yang ditentukan yaitu sebanyak 1,5 liter dengan kapasitas 18 liter. Peralatan yang
akan disterilisasi diletakkan di dalam autoklaf, penutup autoklaf ditutup dan baut
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pengaman dikencangkan untuk memastikan tidak ada vap yang keluar. Autoklaf
dihubungkan ke sumber listrik, dan tombol power diposisi "ON". Sterilisasi di-
lakukan hingga suhu mencapai 121°C, tombol power diposisikan "OFF", timer
diatur selama 15-20 menit. Proses sterilisasi selesai akan terdengar bunyi dari
autoklaf, katup uap dibuka hingga tidak ada uap yang keluar dari autoklaf. Baut
dan penutup autoklaf dilepas, diambil alat dan bahan yang telah disterilkan.
Prosses sterilisasi alat menggunakan bunsen seperti jarum ose dilakuakan dengan
cara membakar jarum ose ke atas bunsen sebelum digunakan untuk mengkultur

bakteri pada media agar menghindari kontaminasi.

3.4.3 Ekstraksi Alginat Sargassum sp.

Sargassum sp. kering yang sudah dihaluskan ditimbang dan direndam de-
ngan larutan HCI1 1%, dengan perbandingan antara HCI 1% dengan Sargassum sp.
1:2 selama 60 menit. Sargassum sp. ditiriskan serta dibilas dengan air bersih. Di-
lakukan ekstraksi menggunakan larutan soda ash (Na2CO3) 2% dengan cara pere-
busan pada suhu 60°C selama 60 menit, air hasil perebusan diambil dan disaring
dengan kain blacu, kemudian tambahkan 0,13 M KCI sebanyak 90 ml dan di
diamkan selama 30 menit. Air hasil perebusan tersebut ditambahkan HCI 10%
hingga pH 2-3 dan dibiarkan selama 30 menit. Larutan dinetralisir dengan me-
nambahkan larutan soda api (NaOH) hingga pH 7-8, ekstrak disimpan dalam
wadah tertutup.

3.4.4 Pembuatan Suspensi Bakteri Bacillus cereus PTF

Peremajaan bakteri dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri Bacillus
cereus PTF menggunakan jarum ose kemudian digoreskan pada media TSA dan
diinkubasi selama 24 jam. Bakteri yang tumbuh pada media TSA dipanen meng-
gunakan jarum ose, disentrifuse dengan kecepatan 3.000 rpm selama 30 menit
untuk memisahkan supernatan dan endapan, supernatan dibuang dan endapan di-
bilas menggunakan larutan PBS sebanyak dua kali untuk dihitung kepadatan sel

hakteri menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 625 nm.
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3.4.5 Pembuatan Oligosakarida Alginat (OSA)

Larutan alginat hasil dari ekstraksi Sargassum sp. sebanyak 1 L ditambah-
kan dengan bakteri Bacillus cereus PTF sebanyak 10 ml dengan suspensi kepadat-
an bakteri yaitu 10® cfu/ml diberi aerasi dan diinkubasi selama 72 jam. Pembuatan
oligosakarida alginat (OSA) untuk perlakuan dilakukan pengenceran pada sus-
pensi bakteri Bacillus cereus PTF yang berbeda, yakni kepadatan 10® cfu/ml

menjadi suspensi bakteri10¢ cfu/ml, 10* cfu/ml dan 10? cfu/ml.

3.4.6 Pembuatan Pakan Perlakuan

Formulasi pakan mencit dengan penambahan oligosakarida alginat (OSA)
dilakukan dengan persiapanl kg pakan pelet untuk mencit. OSA yang telah me-
miliki kepadatan bakteri 102 cfu/ml, 10* cfu/ml, 10° cfu/ml, dan 10® cfu/ml ditam-
bahkan ke dalam 1 kg pakan sebanyak 120 ml. Penambahan OSA dilakukan de-
ngan cara menyemprotkan larutan secara merata ke seluruh permukaan pakan dan
pakan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan hingga kondisi pakan kering

dengan sempurna.

3.4.7 Persiapan dan Pemeliharaan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah mencit berumur 2-3 bulan dengan berat
antara 20-30 gram sebanyak 75 ekor. Wadah yang digunakan /itfer box berjumlah
15, masing-masing perlakuan diujicobakan dengan 5 ekor mencit di setiap /itter
box. Sebelum dilakukan perlakuan, mencit diaklimatisasi selama 7 hari dengan
memberikan pakan kontrol dan minum. Setelah mencit menujukkan perilaku
normal secara visual mencit dapat digunakan sebagai hewan uji. Pemeliharaan dan
peng-ujian mencit dilakukan dengan memberikan pakan perlakuan sebanyak 30
g/hari dengan mengamati LDso, rerata waktu kematian, aktivitas tingkah laku dan

gejala klinis, serta menimbang sisa pakan perlakuan selama 21 hari pemeliharaan.

3.4.8 Uji Patogenisistas Bakteri Bacillus cereus PTF
Uji patogenisistas dilakukan dengan cara in vitro dan in vivo. Uji in vitro
patogenisitas bakteri Bacillus cereus PTF dilakukan dengan media blood agar.

Isolat bakteri Bacillus cereus PTF digoreskan pada media blood agar dan diin-
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kubasi selama 24 jam, dilakukan pengamatan terbentuknya zona bening pada
media blood agar yang mengelilingi koloni, zona bening menujukkan hasil uji
hemolisis bahwa bakteri bersifat patogen. Hemolisis bakteri memiliki tiga sifat
yaitu : alfa (o) hemolisis bakteri yang menunjukkan penurunan hemoglobin sel
darah merah disekitar koloni bakteri sehingga sekeliling bakteri akan tampak
warna hijau atau coklat, beta () hemolisis bakteri menunjukan lisis yang sem-
purna dengan tampilan warna transparan disekeliling bakteri, gamma (y) hemolisis
bakteri menunjukan kurangnya tanda hemolisis pada media (Manu et al., 2019)

(Gambar 7).

Keterangan: (A) Isolat bakterl yang bers1fat hemolisis (dltunjukkan oleh panah)
(B) Isolat bakteri yang bersifat tidak hemolisis
Gambar 7. Uji hemolisis pada Blood Agar
Sumber: Kurniasari et al., 2022

Uji patogenisitas dilakukan secara in vivo menggunakan hewan mencit
dengan cara pemberian pakan yang sudah diberi perlakuan oligosakarida alginat
(OSA) dengan dosis 120 ml yang ditambahkan kedalam 1 kg pakan. Pemeliharaan
mencit dilakukan selama 21 hari. Pengamatan kematian, aktivitas tingkah laku
dan gejala klinis dicatat pada hari ke-1 sampai hari ke-21 pasca pemberian per-
lakuan. Uji patogenisitas bakteri Bacillus cereus PTF dilakukan melalui uji LDso
(Lethal Doseso) untuk mengetahui dosis oligosakarida alginat (OSA) dengan

bakteri Bacillus cereus yang bersifat patogen terhadap mencit.

3.4.9 Uji LDso
LDso (Lethal Doseso) dapat didefinisikan sebagai dosis yang menujukkan
kematian hewan sebanyak 50% dari hewan uji percobaan selama 24 jam setelah

perlakuan. Menurut Reed & Muench (1938) persamaan LDso sebagai berikut :
(b —50)
(b-0)

m-=
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Keterangan :

m : log LDso

a : log dosis bakteri di atas 50%
b : % mortalitas di atas 50%

c : % mortalitas di bawah 50%

3.4.10 Rerata Waktu Kematian

Rerata waktu kematian (mean time to death) menujukkan efektifitas waktu
yang menujukkan hewan uji mengalami kematian. Menurut Hubert (1980), rerata
waktu kematian (mean time to death) pada uji patogenisitas diperhitungkan

dengan persamaan :

RWK = Zin=n1 a:i)i
i=1
Keterangan :
RWK : Rerata waktu kematian
a : waktu kematian (hari)
b : jumlah hewan yang mati (ekor)

3.4.11 Pengamatan Aktivitas Tingkah Laku dan Gejala Klinis

Pengamatan aktivitas tingkah laku dan gejala klinis dilakukan setiap hari
selama masa uji patogenisitas dengan melihat perubahan fisik maupun tingkah
laku pada masing-masing perlakuan secara visual. Gejala yang diamati yaitu nafsu
makan mencit, mencit mengalami lemas atau diam, feses mencit cair, tingkah laku
mencit seperti kejang, hilang kesadaran/pingsan. Pengamatan aktivitas tingkah
laku dan gejala klinis menggunakan metode skorning yang merujuk pada Amal et
al. (2022), Amalia et al. (2018), Muliani (2011), Tolistiawaty et al. (2014), dan
Yusuf et al. (2022). Skor aktivitas tingkah laku dan gejala klinis yang menujukan
tingkat keparahan infeksi disajikan sebagai berikut :
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Tabel 3. Skoring pengamatan aktivitas tingkah laku dan gejala klinis

Aktivitas tingkah laku dan gejala klinis Nilai

Mencit tanpa gejala/aktif bergerak (A) 0
Nafsu makan mencit meningkat (B)

Nafsu makan mencit menurun/kehilangan nafsu makan (C)
Mencit mengalami lemas/diam, feses cair/mencret (D)

Mencit mengalami kejang, hilang kesadaran/pingsan (E)

[ N U S

Mencit mati (F)

Kategori tingkat keparahan pada mencit yaitu sebagai berikut :

Tidak parah (X<M-STDEV) : X<10,84
Cukup parah (M-STDEV <X <M+STDEV) 110,84 <X <3542
Parah (X>M+STDEV) : X>35,42

3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil uji patogenisitas bakteri Bacillus cereus PTF
pada mencit (Mus musculus) berupa data kuan-titatif dan kualitatif. Data kuan-
titatif seperti uji LDso dan retata waktu kematian dianalisis menggunakan analisis
of varians (anova) dengan selang kepercayaan 95% dan data kualitatif seperti uji

hemolisis aktivitas tingkah laku dan gejala klinis dianalisis secara deskriptif.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Bakteri Bacillus cereus PTF yang menghidrolisis oligosakarida alginat
(OSA) tidak bersifat patogen, yang ditunjukkan oleh ketidakmampuannya melisis
sel darah merah serta hasil uji in vivo menujukkan tidak ada kematian pada hewan

uji mencit (Mus musculus).

5.2 Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai uji efektivitas oligosakarida
alginat (OSA) yang di dalamnya terkandung bakteri Bacillus cereus PTF, agar
dapat diaplikasikan di bidang kesehatan.
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