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ABSTRAK

UJI EKSTRAK SPONS Agelas cervicornis DAN
BAKTERI ASOSIASINYA DARI PERAIRAN SITUBONDO
TERHADAP BAKTERI PATOGEN Staphylococcus aureus

Infeksi merupakan masalah kesehatan penyebab kematian terbesar di dunia.
Penanggulangan terhadap infeksi diantaranya dapat dilakukan dengan pemberian
antibiotik. Namun pemberian antibiotik terus menerus dapat mengakibatkan
resistensi pada mikroba penyebab penyakit. Salah satu bakteri penyebab infeksi
kulit dan dilaporkan telah resisten terhadap beberapa antibakteri adalah
Staphylococcus aureus. Adanya resistensi tersebut maka diperlukan suatu usaha
alternatif dengan cara mengeksplorasi pemanfaatan bahan alam yang mengandung
senyawa bioaktif khususnya bahan yang berasal dari wilayah lautan. Salah satunya
adalah ekstrak spons yang berasal dari genus Agelas beserta bakteri asosiasinya
dilaporkan mengandung metabolit sekunder sebagai antibakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui potensi antibakteri ekstrak spons, kandungan senyawa
metabolit sekunder ekstrak spons dan uji antagonis dari simbion spons Agelas
cervicornis terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus. Proses ekstraksi
dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol. Pengujian pada
penelitian ini meliputi skrining fitokimia secara kualitatif, uji antibakteri dan uji
antagonis metode difusi cakram untuk mengetahui zona hambat yang dihasilkan
terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus. Hasil skrining fitokimia
menunjukkan ekstrak spons Agelas cervicornis mengandung flavonoid, alkaloid
dan terpenoid. Hasil uji potensi antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dengan seluruh konsentrasi 0,5 mg/mi, 1
mg/ml maupun 1,5 mg/ml memiliki daya hambat lemah. Sedangkan hasil uiji
antagonis dari simbion spons Agelas cervicornis terdapat enam isolat yang
menunjukkan aktivitas antibakteri sedangkan dua isolat lainnya tidak menunjukkan
aktivitas antibakteri.

Kata kunci: Spons, Agelas cervicornis, Bakteri Asosiasi, Staphylococcus aureus
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ABSTRACT

TEST OF SPONGE EXTRACT Agelas cervicornis AND
ASSOCIATED BACTERIA FROM SITUBONDO REGENCY
ON PATHOGENIC BACTERIA Staphylococcus aureus

Infection is a health problem that can cause death in the world. Antibiotics
are the treatment used to treat an infectious disease. If antibiotics used continuously,
it can cause a resistance. One of the bacteria that causes skin infections and have
been reported to resistant several antibacterial is Staphylococcus aureus. So we
need an alternatice to explore antibacterial compounds derived from the ocean.
Sponge extract and associated bacteria from genus Agelas have been reported to
contain secondary metabolite as antibacterial. This research have purpose to
antibacterial potential of sponge extract, secondary metabolit of sponge extract and
antagonist test of associated bacteria sponge Agelas cervicornis on pathogenic
bacteria Staphylococcus aureus. The extraction process uses maceration with
methanol as a solvent. The test carried out in this study included phytochemical
screening test, antibacterial activity test and antagonist test carried out using the
disc diffusion method to determine the inhibition zone produced against the
pathogenic bacteria Staphylococcus aureus. The results of phytochemical
screening showed that the sponge extract of Agelas cervicornis contained
flavonoids, alkaloids and terpenoids. The results of the antibacterial potential test
of the sponge extract of Agelas cervicornis showed that all concentrations of 0,5
mg/ml, 1 mg/ml and 1,5 mg/ml had weak inhibitory properties. While the results of
the antagonist test of the sponge symbiont Agelas cervicornis there were six isolates
that show antibacterial activity and two isolates that did not show antibacterial
activity.

Keywords: Sponge, Agelas cervicornis, Associated Bacteria, Staphylococcus
aureus
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BAB |

PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan masalah kesehatan yang penting dan menjadi penyebab
kematian terbesar di dunia. Salah satu penyebab terjadinya infeksi adalah dari
mikroorganisme. Penanggulangan terhadap infeksi diantaranya dapat dilakukan
dengan pemakaian antibiotik. Mekanisme kerja antibiotik dapat terjadi melalui
kerusakan dinding sel, perubahan permeabilitas sel, hambatan sintesis protein
maupun asam nukleat (Ritan et al., 2021).

Penggunaan antibakteri seperti antiobiotik dari senyawa kimia dapat
menyebabkan bakteri mengalami resistensi. Bakteri Staphylococcus aureus
dilaporkan telah resisten terhadap oksasilin, penisilin dan antibiotik Betalaktam
lainnya. Bakteri Staphylococcus aureus sebenarnya adalah flora normal pada
tubuh manusia, akan tetapi dapat berubah menjadi patogen apabila dalam
keadaan yang berlebih (Utami et al., 2016). Permasalahan yang ditimbulkan
dari bakteri Staphylococcus aureus diantaranya menjadi penyebab infeksi
piogenik, diare, sepsis luka bedah, abses payudara, mata lengket hingga lesi
lesi kulit (Abidin, 2018). Oleh karena itu diperlukan ekplorasi senyawa
antibakteri yang berasal dari bahan alam dan mengandung zat bioaktif yang
dapat berfungsi sebagai antibiotik (Aristyawan et al., 2018).

Eksplorasi pemanfaatan bahan alam pada umumnya diambil dari wilayah
daratan sedangkan bahan alam yang berada di wilayah lautan belum di
eksplorasi secara optimal. Meskipun demikian potensi dari biota laut dalam
menghasilkan senyawa bioaktif sangat besar dan dapat digunakan dalam bidang
farmasi sebagai bahan baku obat-obatan. Beberapa biota laut berdasarkan
penelitian sebelumnya yang menghasilkan senyawa bioaktif adalah karang
lunak, moluska, tunikata, bryozoan dan spons (Ismet, 2007).

Spons merupakan hewan multiseluler filum Porifera yang termasuk
komponen biota penyusun terumbu karang. Karakteristik spons adalah bersifat
filter feeder yaitu menyerap, menyaring dan menyemprotkan nutrient dalam

proses mengolah makanan (Isnaeni & Rahmawati, 2016). Secara umum spons



terlihat tidak memiliki perlindungan karena tidak adanya alat gerak karena
hidupnya yang menetap. Spons tidak memiliki saraf, pencernaan maupun sistem
peredaran darah. Kelangsungan hidupnya mengandalkan aliran air konstan
untuk memperoleh makanan, oksigen dan menghilangkan limbah di samping
itu air laut memiliki potensi pencemaran yang cukup tinggi seperti adanya
sampah, tumpahan minyak, kecelakaan transportasi laut hingga dinamika
penangkapan ikan yang ekstrim. Hal tersebut menjadikan spons memiliki
pertahanan ekstra untuk kelangsungan hidupnya sehingga dikenal memiliki
kandungan senyawa bioaktif yang bervariasi sesuai dengan kebiasaan makan
dari masing-masing jenisnya (Ode et al., 2019). Kandungan senyawa bioaktif
yang kaya akan metabolit sekunder pada spons diketahui dapat menangkal dan
menghambat bakteri patogen pengganggunya (Fajrina et al., 2018).

Beberapa penelitian menyebutkan ekstrak metabolit spons mengandung
golongan senyawa aktif diantaranya peptida, terpenoid, steroid, asetigenin,
alkaloid, halida siklik, fenolik asetilinik dan senyawa nitrogen lainnya
(Kurniawan et al., 2021). Senyawa tersebut memiliki aktivitas farmakologis dan
dapat bermanfaat sebagai antivirus, antibakteri, antikanker, antifungi maupun
antiinflamasi. Beberapa spons yang berasal dari genus Agelas dilaporkan
memiliki aktivitas antibakteri. Salah satu contohnya pada penelitian yang
dilakukan oleh Aristyawan et al., (2018) spons Agelas cavernosa dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen Staphylococcus aureus, Escherichia
coli dan Pseudomonas aeruginosa.

Selain mengandung senyawa bioaktif dalam tubuhnya ‘yang dapat
dimanfaatkan sebagai aktivitas farmakologis, spons dapat digunakan sebagai
indikator biologi untuk pencemaran laut, interaksi komunitas maupun dari segi
ekonomis sebagai hiasan akuarium laut sehingga keberadaannya menjadi
perhatian besar bagi para peneliti (Haedar et al., 2016).

Ditinjau dari sistem makan spons yang mengalirkan air melalui pori-pori
kecil yang mengarah ke jaringan terowongan dan ruangan dibagian dalam spons,
spons mampu membentuk asosiasi dengan berbagai mikroba. Spons yang
memiliki kelimpahan mikroba sering disebut dengan bacteriosponges.

Kemampuan spons dapat bersimbion dengan bakteri indigenous (diisolasi



dalam tubuh) ataupun bakteri eksogenous (diisolasi dipermukaan tubuh).
Metabolit sekunder yang dimiliki oleh spons diperolen dari biosintesis
simbionnya sehingga berdasarkan pernyataan tersebut bakteri asosiasi dari
spons memungkinkan memiliki kandungan metabolit sekunder sama seperti
inangnya (Judianti et al., 2014).

Sebagian besar bakteri yang berasosiasi dengan spons adalah Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes maupun Actinomycetes. Adanya senyawa aktif yang
dihasilkan oleh bakteri simbion spons dan memiliki sifat antagonisme diketahui
berdasarkan penelitian sebelumnya isolat bakteri spons Agelas sp mampu
menghambat pertumbuhan Staphylococcus lugdunensis (Situmorang, 2019).
Hal tersebut dapat terjadi karena adanya hubungan asosial dimana bakteri tidak
dapat hidup berdampingan dengan bakteri lainnya (Pastra & Surbakti, 2012).
Dilaporkan pada beberapa penelitian terkait pemanfaatan spons yang berlebih
dengan tujuan mencari senyawa bioaktif yang berpotensi dalam bidang
farmakologis seperti halnya antibakteri dapat mengakibatkan overfishing yang
dapat merusak ekologi laut. Oleh karena itu apabila bakteri simbion yang
berasosiasi dengan spons dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang sama
dengan inangnya akan lebih mengurangi risiko kerusakan alam. Selain itu
pemanfaatan bakteri simbion spons lebih menguntungkan karena dapat dikultur
dalam skala laboratorium dan dalam waktu relatif singkat dapat diperbanyak
dengan mudah (Gultom, 2014).

Pengambilan sampel spons dilakukan berdasarkan survey pendahuluan dan
pemangku kepentingan setempat, spons jenis Agelas cervicornis diketahui
melimpah di wilayah Perairan Wisata Kampung Kerapu. Oleh karena itu
dengan meninjau potensi di Kampung Kerapu, potensi yang melimpah seperti
spons yang termasuk bahan laut dengan potensi sebagai antibakteri dan
memiliki senyawa zat bioaktif yang tinggi maka diperlukan pengembangan

dalam bidang pengobatan yaitu sebagai antibakteri.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana potensi ekstrak spons Agelas cervicornis dari Perairan Wisata
Kampung Kerapu Situbondo terhadap bakteri patogen Staphylococcus

aureus ?



2. Apa kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak
spons Agelas cervicornis dari Perairan Wisata Kampung Kerapu?

3. Bagaimana hasil uji antagonis bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis dari
Perairan Wisata Kampung Kerapu terhadap bakteri patogen Staphylococcus

aureus ?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui potensi antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis dari
Perairan Wisata Kampung Kerapu terhadap bakteri patogen Staphylococcus
aureus.

2. Mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
spons Agelas cervicornis dari Perairan Wisata Kampung Kerapu.

3. Mengetahui hasil uji antagonis dari bakteri laut asosiasi spons Agelas
cervicornis dari Perairan Wisata Kampung Kerapu terhadap bakteri patogen

Staphylococcus aureus.

1.4 Hipotesis
Terdapat aktivitas antibakteri dari ekstrak spons Agelas cervicornis dan
bakteri asosiasinya terhadap bakteri Staphylococcus aureus yang ditandai
dengan terbentuknya zona hambat. Adanya aktivitas antibakteri menandakan

ekstrak spons Agelas cervicornis mengandung metabolit sekunder

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Sebagai pengetahuan peneliti mengenai potensi antibakteri dari bahan alam
khususnya spons terhadap Staphylacoccus aureus.

2. Sebagai bahan referensi atau bahan pertimbangan untuk penelitian
selanjutnya dalam bidang antibakteri yang berasal dari bahan alam
khususnya yang berasal dari laut.

3. Sebagai salah satu informasi potensi antibakteri dari spons dan bakteri

asosiasinya.



1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah yang ditetapkan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

ok w0 N

Uji yang dilakukan meliputi uji antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis
dan uji antagonis bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis

Sampel spons diambil dari Perairan Wisata Kampung Kerapu Situbondo.
Sampel spons dan bakteri simbion hanya Agelas cervicornis.

Penelitian ini hanya terfokus pada bakteri Staphylococcus aureus

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi spons adalah metanol 96%
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2.1 Spons Agelas cervicornis

2.1.1 Klasifikasi
Spons Agelas cervicornis termasuk kedalam kelas Demospongiae
yang merupakan kelas terbesar pada Porifera. Spesies ini cenderung
tumbuh menempel pada substrat yang keras seperti bebatuan dan tubuh
karang lainnya (Parra-velandia et al., 2014). Berikut susunan taksonomi

dari Agelas cervicornis berdasarkan www.itis.gov :

Kingdom : Animalia
Subkingdom : Radiata

Filum : Porifera

Kelas : Demospongiae
Ordo : Agelasida

Famili : Agelasidae

Genus : Agelas

Spesies : Agelas cervicornis

2.1.2 Morfologi
Spons Agelas cervicornis memiliki tipe saluran air leucon dengan
spikula berbentuk acanthostyles. Spesies ini cenderung berwarna coklat
atau dapat juga lebih terang yang disebut tan. Pertumbuhannya bercabang
dengan konsistensi yang keras. Spesies Agelas spons memiliki metabolit
utama pada dua fungsi ekologis, yaitu dengan pencegahan makan dan
penghambatan pengendapan mikroorganisme buruk (Parra-velandia et

al., 2014).


http://www.itis.gov/

2.2 Ekstraksi

Gambar 2. 1 Agelas cervicornis
(Sumber : www.spongeguide.uncw.edu )

Proses pemisahan pelarut dengan zat terlarut menggunakan titik didih

pelarut dengan tujuan memperoleh komponen kimia yang terdapat pada bahan

alam adalah ekstraksi. Pada umumnya ekstraksi terdapat dua jenis yaitu dengan

menggunakan pemanasan dan tanpa pemanasan (Prayudo et al., 2015). Adapun

perbedaan ekstraksi dalam penggunaan pelarut sebagai berikut :

2.2.1 Cara Dingin

a.

b.

Maserasi

Maserasi merupakan metode paling sederhana yang
dilakukan dengan cara perendaman sampel menggunakan pelarut
yang sesuai dalam wadah yang tertutup rapat. Proses maserasi
beberapa kali dilakukan pengadukan atau pengocokan pada
temperatur ruang kemudian pelarut dipisahkan dari sampel dengan
penyaringan menggunakan kertas saring. Kelebihan dari metode
maserasi selain  bersifat sangat sederhana, juga menghindari
rusaknya senyawa yang bersifat termolabil. Kekurangan dari
metode maserasi adalah waktu yang dibutuhkan relatif lama dan
membutuhkan pelarut yang cukup banyak (Tiwari et al., 2011).
Perkolasi

Perkolasi merupakan metode penyarian simplisa yang
dilakukan dengan mengalirkan pelarut secara lambat dalam
perkolator. Metode ini dapat dilakukan dengan suhu kamar untuk
mendapatkan ekstrak yang sempurna. Kelebihan metode perkolasi
adalah sampel selalu dialiri pelarut baru. Kekurangan metode
perkolasi adalah apabila sampel pada percolator tidak homogen
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akan menyebabkan kebutuhan pelarut meningkat karena pelarut
kesulitan menjangkau seluruh area sehingga waktu yang

dibutuhkan akan semakin lama (Prawirodihardjo, 2014).

2.2.2 Cara Panas
a. Refluks
Refluks merupakan metode perendaman menggunakan
pelarut yang dilakukan dalam labu alas bulat yang dilengkapi oleh
pendingin untuk selanjutnya dipanaskan sampai mendidih.
Kekurangan dari metode refluks adalah senyawa yang bersifat
termolabil akan terdegradasi (D. A. Putri, 2014).
b. Sokletasi
Sokletasi merupakan metode ekstraksi dengan pelarut yang
berada pada alas bulat dan sampel berada pada tabung tegak
sehingga pelarut akan naik melalui pipa samping untuk kemudian
diembunkan oleh kondensor untuk melarutkan senyawa aktif.
Kelebihan dari metode sokletasi adalah tidak membutuhkan banyak
pelarut dan waktu yang digunakan relatif singkat. Kekurangan dari
metode ini adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat
terdegradasi (Mukhriani, 2014).
c. Digesti
Digesti merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan
cara pengadukan terus menerus yang dilakukan pada temperatur
ruang antara 40 - 50°C (Prawirodihardjo, 2014).
d. Infusa
Infusa merupakan metode ekstraksi menggunakan air dalam
temperatur suhu 90°C yang dilakukan selama 15 — 20 menit dengan
bejana infus yang tercelup dalam penangas air mendidih.
e. Dekok
Dekok merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut
air dengan temperatur suhu 90°C yang dilakukan selama 30 menit.
Metode ini digunakan pada sampel yang larut dalam air dan stabil

terhadap panas (Tiwari et al., 2011).



2.3 Pemilihan Pelarut

Pelarut merupakan suatu zat yang digunakan untuk membantu melarutkan

zat lain. Pelarut dikatakan baik apabila memiliki toksisitas rendah, mudah

menguap pada suhu rendah dan dapat mengekstraksi senyawa dengan cepat.

Pemilihan pelarut harus sesuai dengan kepolaran senyawa yang diinginkan.

Kepolaran suatu pelarut dapat ditentukan dari besarnya konstanta dielektrik,

apabila nilai konstanta dielektrinya semakin besar, maka tingkat polaritas suatu

pelarut juga akan semakin besar (Islamiyah, 2019).

23.1

2.3.2

2.3.3

2.34

Air

Air merupakan pelarut yang bersifat universal dan memiliki nilai
konstanta dielektrik sebesar 80,3. Kelebihan menggunakan pelarut air
adalah karena mudah diperoleh, stabil, tidak mudah menguap dan tidak
mudah terbakar. Kekurangan dari penggunaan air sebagai pelarut
adalah tidak selektif dan dapat menyebabkan kontaminasi yang lebih

tinggi disbanding dengan pelarut lain (Prawirodihardjo, 2014).

Metanol

Metanol merupakan pelarut polar dengan konstanta dielektrik
sebesar 33,62. Metanol sering digunakan dalam proses ekstraksi bahan
alam karena dapat menarik senyawa polar maupun non polar sehingga
dapat menghasilkan nilai rendemen yang lebih tinggi dibanding pelarut

dengan konstanta dielektrik dibawahnya (Zulharmitta et al., 2010).

Etanol

Etanol merupakan pelarut polar yang memiliki konstanta dielektrik
dibawah metanol yaitu sebesar 24,3. Kelebihan dari penggunaan pelarut
etanol adalah dapat menarik senyawa aktif seperti flavonoid, alkaloid,
saponin, terpenoid dan steroid (Oktavia et al., 2013).
Aseton

Aseton merupakan pelarut polar dengan nilai konstanta dielektrik
sebesar 20,7 yang dapat melarutkan beberapa komponen senyawa
hidrofilik maupun lipofilik. Kelebihan pelarut aseton adalah dapat
bercampur dengan air, mudah menguap dan memiliki toksisitas rendah
(Verdiana et al., 2018).



2.4

2.3.5 Etil asetat
Etil asetat adalah pelarut semi polar yang memiliki nilai konstanta
dielektrik sebesar 6,02. Pelarut ini secara selektif dapat menarik
senyawa yang bersifat semipolar seperti golongan terpenoid dan fenol
(W. Putri et al., 2018).
2.3.6 n-Heksana
n-Heksana merupakan pelarut non polar dengan konstanta dielektrik
sebesar 1,89 yang sering digunakan dalam proses ekstraksi minyak
nabati. Pelarut non polar dapat mengekstrak likopen, triterpenoid dan

sebagian kecil karotenoid (Prawirodihardjo, 2014).

Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit terdiri dari dua jenis meliputi metabolit primer dan
metabolit sekunder. Perbedaan kedua jenis metabolit tersebut adalah dari segi
peran apabila metabolit primer digunakan untuk proses pertumbuhan.
Sedangkan metabolit sekunder akan diproduksi ketika tumbuhan mengalami
fase tertentu seperti tekanan atau ancaman yang digunakan untuk pertahanan
diri (Angin et al., 2019).

Metabolit sekunder merupakan senyawa organik hasil biosintetik turunan
dari metabolit primer berupa senyawa bermolekul kecil dengan fungsi, peranan
dan struktur yang bervariasi. Keberadaan metabolit sekunder berdasarkan
penelitian dapat digunakan sebagai lead compounds dalam bidang farmakologi
diantaranya sebagai = antibakteri, antibiotik, antioksidan, iantikanker dan
antivirus (llling et al., 2017). Senyawa metabolit sekunder dapat dilihat dengan
pengujian fitokimia untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung
didalamnya. Secara umum metabolit sekunder digolongkan menjadi :

2.4.1 Flavonoid
Flavonoid merupakan golongan senyawa fenol dan termasuk salah
satu senyawa metabolit sekunder terbesar yang terdapat di seluruh bagian
tanaman. Senyawa ini bersifat mudah larut dalam pelarut polar
diantaranya metanol, etanol, butanol, aseton (Arum et al., 2012).
Terdapat beberapa metode ekstraksi yang dapat digunakan untuk
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mengisolasi senyawa metabolit sekunder golongan flavonoid seperti
maserasi, refluks, sokletasi maupun sonikasi (S. R. Dewi et al., 2018).
2.4.2 Alkaloid
Alkaloid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang
memiliki kandungan atom nitrogen terbanyak. Senyawa ini dapat
ditemukan pada bagian tumbuhan terutama pada bunga, daun maupun
akar (Mukhriani, 2014). Pada umumnya alkaloid mudah larut dalam
pelarut organik dan sukar larut dalam air.
2.4.3 Terpenoid / Steroid
Terpenoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdiri dari
karbon dan hidrogen. Senyawa ini diketahui terdapat dalam sitoplasma
sel tumbuhan. Secara umum terpenoid larut dalam lemak dan biasanya
diesktraksi dengan menggunakan petroleum eter maupun kloroform
(Rahayu et al., 2006). Sedangkan steroid merupakan golongan senyawa
triterpenoid yang termasuk senyawa metabolit sekunder diantaranya
sterol, glikosida jantung, sapogenin dan vitamin (Arifuddin, 2013).
2.4.4 Saponin
Saponin merupakan senyawa metabolit sekunder terdiri dari gula
yang berikatan dengan aglikon. Senyawa ini ditandai dengan munculnya
busa stabil ketika dilakukan proses pengocokan (Sangi et al., 2008).
Saponin termasuk senyawa bersifat polar sehingga proses ekstraksi pada
beberapa penelitian yang menggunakan pelarut metanol karena diketahui
dapat menghasilkan ekstrak saponin yang lebih banyak disbanding

pelarut lain (Novitasari & Putri, 2016).

2.4.5 Polifenol
Polifenol merupakan senyawa golongan fenol yang memiliki gugus

hidroksil lebih dari satu. Polifenol terbagi menjadi dua golongan senyawa
yaitu flavonoid dan tanin. Kelebihan dari adanya senyawa polifenol
adalah mampu menyumbangkan atom hidrogennya pada radikal bebas
(Arif & Tukiran, 2015). Senyawa polifenol sebagian besar bersifat polar
sehingga proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metanol agar

komponen yang larut lebih banyak (Suryanto & Wehantouw, 2009).
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2.5 Bakteri

2.5.1 Definisi Bakteri

Menurut Jawetz et al., (2008) dalam Holderman et al., (2017)
organisme prokariotik yang memiliki sel tunggal dan hidup secara
berkoloni dikenal dengan sebutan bakteri. Secara genetik bakteri
memiliki ukuran dan bentuk yang beragam namun tidak memiliki
selubung inti.

Bakteri diklasifikasikan menjadi dua yaitu bakteri gram positif dan
bakteri gram negatif. Beberapa bakteri diantara kedua golongan tersebut
merupakan flora normal dalam tubuh manusia. Flora normal merupakan
mikroorganisme yang menempel pada inang tanpa menimbulkan
penyakit tertentu (Bulele et al., 2019). Perbedaan keduanya ditandai
dengan warna ungu adalah gram positif dan warna merah adalah gram
negatif. Hal tersebut dapat terjadi dikarenakan pada bakteri gram positif
dinding sel tersusun dari peptidoglikan yang lebih tebal sehingga dapat
mempertahankan zat warna violet meskipun telah melewati proses
pemberian larutan pemucat. Selain dari segi sifat pewarnaannya, bakterti
gram positif dengan bakteri gram negatif berbeda tingkat sensitivitasnya
terhadap kerusakan mekanis, enzim, desinfektan maupun antibiotik
(Hamidah et al., 2019). Perbedaan relatif antara bakteri gram positif
dengan bakteri gram negatif menurut (Nurhidayati et al., 2015) sebagai

berikut :
Tabel 2. 1 Perbedaan Bakteri Gram Positif dan Bakteri Gram Negatif

. Perbedaan Relatif
No Sifat —
Gram Positif Gram Negatif
Kurang
1 | Penghambat pewarna Menghambat menghambat
2 | Komposisi dinding sel 1-4% 11-22%
3 | Ketahanan penisilin Sensitif Tahan
4 | Kebutuhkan Nutrient Kompleks Sederhana
5 | Ketahanan perlakuan fisik Tahan Sensitif
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2.5.2 Morfologi Bakteri
Secara umum bakteri memiliki 3 bentuk dasar yaitu kokus, basil dan
spiral. Perbedaan diantara keduanya menurut Jannah et al., (2017) adalah
sebagai berikut :
a. Kokus
Kelompok bakteri jenis ini memiliki bentuk bulat seperti bola
kecil. Kokus hidup bergerombol dan bergandengan membentuk

koloni. Secara spesifik kokus dapat digambarkan sebagai berikut :

stapilokokus

Monokokus Diplokokus @
C S‘btr&ntokokus $

Sarkina Tetrakokus

Gambar 2. 2 Bakteri Bentuk Kokus
b. Basil

Kelompok bakteri dengan bentuk basil dapat hidup
bergandengan panjang, bergandengan dua atau terlepas satu sama
lain. Bakteri ini memiliki bentuk batang kecil dan silindris. Berikut

gambaran dari morfologi jenis basil :

S

Monobasil

€« e O

Diplobasil

@€ BE D DE >

Streptobasil

Gambar 2. 3 Bakteri Bentuk Basil
c. Spiral

Kelompok bakteri jenis spiral adalah bakteri yang memiliki
bentuk bengkok. Bakteri jenis ini sangat sedikit jenisnya dibanding

dengan kokus maupun basil. Berikut gambaran dari bakteri spiral :

Gambar 2. 4 Bakteri Bentuk Spiral
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2.5.3 Faktor Pertumbuhan Bakteri
Proses pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti
media tempat berkembang biak, nutrisi yang cukup, suhu yang sesuai,

oksigen, pH maupun lingkungan (Wardhani et al., 2020).

a. Nutrien
Bakteri dalam proses pertumbuhannya sama seperti makhluk
hidup lain yang memerlukan nutrisi sebagai sumber energi. Bakteri
dapat tumbuh dengan cepat apabila nutrien yang digunakan
mengandung sumber karbon, sumber nitrogen, mineral meliputi
sulfur dan fosfat, asam amino, purin, pirimidin maupun vitamin
(Jawetz et al., 2008). Apabila sumber nutrisi tersebut tidak dapat
dipenuhi akan menganggu proses pertumbuhan bakteri hingga dapat
menyebabkan kematian. Namun terdapat beberapa bakteri yang

hanya membutuhkan jenis nutrisi tertentu untuk pertumbuhannya.

b. Suhu

Faktor lingkungan yang dapat memengaruhi laju pertumbuhan
bakteri diantaranya adalah suhu. Suhu berpengaruh terhadap reaksi
kimia maupun stabilitas struktur molekul protein. Peningkatan
suhu akan menyebabkan peningkatan energi Kinetik reaktan
sehingga hal tersebut menunjukkan bahwa suhu berpengaruh
terhadap pertumbuhan sel (Subagiyo et al., 2015).

Pada umumnya setiap bakteri membutuhkan suhu optimal yang
bervariasi bergantung pada jenis bakteri itu sendiri. Ketika suhu
optimal, bakteri akan memperbanyak diri dan tumbuh dengan cepat.
Sedangkan apabila suhu terlalu tinggi ataupun terlalu rendah
bakteri tetap akan tumbuh dan memperbanyak diri namun tidak
secepat dibanding ketika bakteri dalam kondisi suhu yang optimal
(Jawetz et al., 2008). Bakteri dikelompokkan menjadi tiga bagian
berdasarkan rentang suhu antara lain :

1. Mesofil
Bakteri jenis mesofil merupakan bakteri yang dapat hidup

dalam suhu optimal antara 25 - 45°C atau menyukai suhu yang
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tidak terlalu panas maupun tidak terlalu dingin untuk
pertumbuhannya (Adnyana et al., 2016). Sedangkan suhu
untuk pertumbuhan atau toleransinya berkisar antara 10 - 45°C
(Jawetz et al., 2008).
Psikrofil

Bakteri psikrofil adalah bakteri yang hidup dengan suhu
dingin. Bakteri ini dapat tumbuh dengan baik pada suhu
dibawah 20°C dengan kisaran suhu optimal antara 10 - 20°C.
Meskipun demikian, bakteri psikrofil dapat hidup pada suhu -
5 - 30°C. bakteri jenis ini sering ditemukan pada produk
makanan yang memiliki daya simpan dengan suhu rendah.
Sehingga bakteri ini akan mati apabila disimpan pada suhu
ruang (Jawetz et al., 2008).
Termofil

Bakteri termofil merupakan organisme yang menyukai suhu
tinggi dengan angka diatas 45°C. Kisaran suhu optimal bakteri
ini antara 50 - 60°C. akan tetapi bakteri terfomil dapat tumbuh
pada suhu antara 25 - 80°C. bakteri termofil memiliki habitat
alami yang tersebar di seluruh permukaan bumi seperti pada
sumber air panas, kawah gunung berapi maupun pada daerah
vulkanik (Tuntun & Huda, 2014).

c.. Oksigen

Kebutuhan oksigen tiap organisme sangat beragam.

Kebutuhan tersebut mencerminkan mekanisme untuk memenuhi

kebutuhan energi. Berdasarkan kebutuhan oksigen, bakteri dapat

dipisahkan menjadi lima kategori menurut Jawetz et al., (2008)

sebagai berikut :

1.

Aerob obligat

Bakteri jenis aerob obligat adalah bakteri yang mampu hidup
apabila senantiasa terdapat oksigen disekitarnya. Oksigen
dibutuhkan oleh sistem enzim dari bakteri aerob obligat untuk

digunakan sebagai electron aseptor pada fosforilasi
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oksidatifnya. Contoh dari bakteri jenis ini adalah Bacillus sp.,
Escherichia coli dan Streptococcus (Puspitasari et al., 2012).
2. Anaerob obligat
Anaerob obligat merupakan bakteri yang tumbuh hanya
ketika tidak adanya oksigen atau dapat disebut bakteri ini tidak
membutuhkan oksigen dalam hidupnya (Sukara et al., 2019).
3. Anaerob aerotolerant
Bakteri jenis anaerob aerotolerant adalah bakteri yang cukup
unik karena hidupnya tidak membutuhkan oksigen namun
apabila lingkungannya terdapat oksigen, bakteri ini dapat
melindungi diri (Sari & Prayudyaningsih, 2017).
4. Anaerob fakultatif
Bakteri anaerob fakultatif adalah mikroorganisme yang
dapat hidup dengan oksigen maupun tanpa oksigen. Dapat
beradaptasi dengan baik sehingga dapat dikategorikan aerob
dan anaerob (Jawetz et al., 2008).
5. Mikroaerofilik
Bakteri atau mikroorganisme jenis ini membutuhkan oksigen
yang rendah dibawah konsentrasi oksigen normal di udara
karena tekanan oksigen yang tinggi akan menghambat
pertumbuhannya (Jawetz et al., 2008).
. pH
Secara umum pH merupakan faktor lingkungan yang
berperan penting untuk mendukung pertumbuhan bakteri. Secara
optimal bakteri akan tumbuh pada kisaran pH antara 5,7 — 7,0.
Akan tetapi sebagian besar bakteri dapat tumbuh dengan optimal
ketika pH netral (Kepel et al., 2020).
Tekanan Osmotik
Peristiwa perpindahan pelarut berdasarkan konsentrasinya
dari rendah ke tinggi yang melewati membran semipermeable
disebut dengan tekanan osmotik. Tekanan osmotik tinggi akan

menyebabkan plasmolysis atau lepasnya membran plasma dari
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dinding sel. Sedangkan apabila tekanan osmotik rendah atau
berada pada keadaan hipotonis maka akan mengakibatkan
pembengkakan hingga kerusakan sel. Sehingga sel bakteri harus
berada pada tingkat tekanan osmotik yang sesuai untuk
pertumbuhannya (Arivo & Annissatussoleha, 2017).

2.5.4 Fase Pertumbuhan Bakteri
Pertumbuhan bakteri pada umumnya terbagi menjadi empat fase

menurut Hamdiyati (2016) dengan kurva pertumbuhan sebagai berikut :

T Stationary phase
%’ Exponential (log) A
; phase phase
|
E
5
2
g
@
3
Time —»
Gambar 2. 5 Fase Pertumbuhan Bakteri
1. Fase lag

Fase ini sering disebut dengan fase adaptasi dimana suatu
mikroba akan menyesuaikan kondisi lingkungan disekitarnya.
Cepat lambatnya mikroba pada fase lag ditentukan oleh media
lingkungan pertumbuhannya. Apabila media baru memiliki
kandungan nutrient yang sama dengan media sebelumnya fase
adaptasi tidak akan membutuhkan waktu yang lama. Akan tetapi
apabila nutrient pada media baru berbeda dengan sebelumnya
diperlukan waktu penyesuaian yang lebih lama.

2. Faselog

Fase log atau disebut fase pertumbuhan eksponensial
merupakan fase yang membutuhkan energi paling banyak
dibanding dengan fase lainnya. Hal tersebut dikarenakan pada fase
ini membelah dengan cepat didukung dengan pH, nutrient, suhu
maupun kelembapan dari media yang digunakan. Akhir fase log

ditandai dengan kecepatan pertumbuhan populasi yang menurun
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diakibatkan beberapa hal diantaranya nutrient pada medium
berkurang maupun adanya hasil metabolisme yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroba.
3. Fase stationer
Pada fase ini mikroba akan terus membelah meskipun zat
nutrisi telah habis. Akan tetapi ukuran sel pada fase ini akan jauh
mengecil dibandingkan pada fase log. Mikroba pada fase stationer
lebih tahan terhadap keadaan ekstrim seperti panas, dingin maupun
radiasi. Jumlah populasi sel pada fase ini tergolong tetap karena
jumlah sel yang tumbuh sebanding dengan jumlah sel yang mati.
4. Fase kematian
Fase ini mikroba pada suatu media perlahan mengalami
kematian serentak dikarenakan nutrient media dan energi cadangan
dari sel telah habis. Kecepatan fase kematian suatu mikroba
dipengaruhi oleh kondisi nutrient, lingkungan maupun jenis dari

mikroba tersebut.

2.5.5 Bakteri Asosiasi

Komunitas bakteri yang hidup beriringan dengan biota lain dan
selalu berinteraksi dalam ekologi di lingkungan laut biasa disebut dengan
bakteri asosiasi. Proses metabolisme diantaranya dapat dipengaruhi oleh
bakteri asosiasi dan organisme laut, sehingga bakteri asosiasi cenderung
menghasilkan senyawa bioaktif yang dapat berfungsi sebagai pertahanan
terhadap patogen maupun  organisme fouling. Bakteri asosiasi
menghasilkan senyawa bioaktif yang merupakan senyawa metabolit
sekunder yang kemungkinan besar sama dengan yang dihasilkan
inangnya (Nugroho et al., 2015).

2.6 Staphylococcus aureus

2.6.1 Klasifikasi Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus merupakan patogen utama yang berada di
rongga mulut. Bakteri ini tergolong bakteri gram positif yang apabila
dalam jumlah normal akan hidup dipermukaan tubuh individu tanpa

membahayakan. Lokasi yang sering ditempati adalah sekitar hidung,
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mulut, alat kelamin maupun rectum (Misna & Diana, 2016). Bakteri
Staphylococcus dapat dikatakan toksik ketika jumlahnya mencapai
1.000.000 atau 108 per gram (Holderman et al., 2017). Bakteri ini dapat
menyebabkan infeksi ketika kulit mengalami luka atau tusukan benda
tajam. Berikut susunan taksonomi dari bakteri Staphylococcus aureus
antara lain :

Kingdom : Eubacteria

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

2.6.2 Morfologi

Staphylococcus aureus adalah salah satu spesies dari genus
Staphylococcus yang berbentuk kokus bergerombol dan cenderung
terlihat seperti buah anggur (Hayati et al., 2019). Staphylococcus aureus
memiliki sifat non-motil, non-spora, anaerob fakultatif, katalase positif
dan oksidase negatif. Pertumbuhan optimal dari Staphylococcus aureus
dapat terjadi apabila berada pada lingkungan dengan suhu 6,5 - 46°C
dengan pH sekitar 4,2 — 9,3 (A. K. Dewi, 2016).

Staphylococcus aureus cenderung berlimpah di lingkungan perairan
laut. Bakteri ini dapat tumbuh pada habitat yang memiliki kadar NaCl
sebesar 10%. Secara umum kulit dan membran mukus vertebrata
berasosiasi dengan bakteri genus ini. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
Staphylococcus aureus berasosiasi pada hewan karang dan jumlah yang
ditemukan cukup tinggi pada daerah terumbu (Ismet, 2004).

2.6.3 Karakteristik

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang bersifat patogen
pada manusia. Bakteri ini dapat menyebabkan berbagai penyakit seperti
pada kulit yaitu impetigo, paronikia, abses, selulitis. Pada tulang maupun
sendi dapat menyebabkan penyakit seperti osteomyelitis dan arthritis
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septic. Pada organ pernafasan dapat menyebabkan pneumonia.
Sedangkan pada organ kardiovaskular dapat menyebabkan endocarditis
infektif. Lebih parahnya, Staphylococcus aureus adalah salah satu
penyebab utama nosocomial yang diakibatkan luka tindakan operasi
maupun pemakaian alat perlengkapan perawatan rumah sakit yang tidak
steril (Radji, 2011).

Penggunaan antibiotik yang digunakan untuk membunuh bakteri
Staphylococcus aureus telah dikonfirmasi mengalami resisten yang
cukup tinggi sekitar 30 — 70 %. Sehingga saat ini dibutuhkan antibiotik
lain khususnya dari bahan alam karena dinilai lebih aman dan memiliki
efek samping relatif lebih rendah (Lake et al., 2019).

2.7 Antibakteri
2.7.1 Definisi Antibakteri

Antibakteri adalah zat atau senyawa yang mempunyai kemampuan
untuk menghambat atau membunuh pertumbuhan mikroorganisme yang
merugikan. Senyawa antibakteri sebagian besar berasal dari bahan kimia
sintetik atau dari bahan alami (Prasetyo & Sasongko, 2014). Antibakteri
juga dapat diklasifikasikan dengan komponen atau sistem sel yang
memengaruhi apakah antibakteri tersebut dapat menyebabkan kematian
sel (agen bakterisidal) atau hanya menghambat pertumbuhan sel (agen
bakteriostatik) (Kurama et al., 2020).

Agen antibaktri yang ideal harus mempunyai  toksisitas selektif
tinggi, yang berarti bahwa suatu obat berbahaya bagi parasit tetapi tidak
membahayakan inangnya. Aktivitas senyawa antibakteri dipengaruhi
oleh pH, suhu, stabilitas senyawa, jumlah bakteri yang ada, waktu
inkubasi dan aktivitas metabolisme bakteri (Yuliani et al., 2017). Agen
antibakteri mempunyai peranan penting dalam memerangi infeksi
penyakit, namun dengan penggunaan dan penyalahgunaan yang meluas,
munculnya resistensi bakteri terhadap obat antibakteri telah menjadi

fenomena yang tersebar luas (Hajipour et al., 2012).
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2.7.2 Mekanisme Kerja

Faktor terpenting pada proses terjadinya mekanisme kerja sebagai
antibakteri yaitu dengan adanya metabolit sekunder. Kandungan
metabolit yang ada pada spons dapat menangkal dan menghambat bakteri
patogen yang mengganggunya (Ritan et al., 2021).Target utama dari
mekanisme kerja antibakteri yaitu struktur sel antibakteri. Mekanisme
kerja antibakteri adalah dengan menyerang membran sitoplasma,
kehilangan kestabilan proton dan elektron serta mengkoagulasi
komponen penyusun sel (Sasongko et al., 2014).

Mekanisme kerja antibakteri dapat berlangsung dengan berbagai
cara, yaitu melalui kerusakan dinding sel, perubahan permeabilitas sel,
dan penghambatan sintesis protein dan asam nukleat, ada juga beberapa
faktor dan keadaan yang dapat mempengaruhi aktivitas antibakteri,
antara lain konsentrasi antibakteri, jumlah bakteri, spesies bakteri,

keberadaan bahan organik, suhu, dan pH lingkungan (Fajrina et al., 2018).

2.7.3 Metode Pengujian Antibakteri
1. Difusi
Metode ini merupakan metode yang dapat bekerja dengan
inhibitor tertentu dan dapat membentuk gradien konsentrasi
senyawa antibakteri.
a. Difusi cakram
Metode difusi cakram memiliki prinsip yakni bahan
antibakteri yang terkandung di dalam paper disk selanjutnya
ditempatkan di media padat yang berbentuk lempengan,
dimana media tersebut telah tercampur dengan bakteri uji.
Pengamatan zona hambat atau area jernih yang berada di
sekitar kertas cakram dapat teramati setelah media diinkubasi
selama 24 jam dengan suhu 37°C (Katrin et al., 2015).
Kelebihan metode ini cepat, mudah dan murah karena
tidak memerlukan alat khusus dalam pengujiannya.

Kekurangan metode ini adalah ukuran zona hambat yang
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terbentuk tergantung kondisi inkubasi, inokulum dan
ketebalan media.
b. Difusi sumuran

Lempeng agar yang telah diinokulasikan bakteri uji dibuat
lubang dan diisi dengan zat antimikroba uji. Kemudian
dilakukan inkubasi pada suhu kamar dan dilakukan
pengamatan dengan melihat ada atau tidaknya zona hambatan
disekeliling lubang (Haryati et al., 2017).

Kelebihan metode sumuran lebih mudah mengukur zona
hambat yang terbentuk karena isolat beraktivitas sampai
kebawah media. Kekurangan metode sumuran adalah tidak
diketahui secara pasti penghambatan bakterisidal ataupun
bakteriostatik karena ketebalan media, macam media, dan
inokulum.

2. Dilusi
Metode ini dilakukan dengan pengeceran dalam media natrium
broth (NB) kemudian ditanami dengan mikroba uji pada
konsentrasi tertentu. Metode dilusi terbagi menjadi dilusi cair dan
dilusi padat. Kelebihan dari dilusi cair adalah media yang
digunakan lebih efisien sedangkan kekurangannya pada metode ini
yaitu kekeruhan yang ada pada tabung kurang jelas. Keuntungan
dari metode dilusi padat adalah media yang digunakan lebih efesien
dan kekurangan pada metode ini sulit untuk memastikan bahwa
media agar sudah mencapai pada suhu yang diinginkan (Yulianti,

2012).

2.8 Integrasi Keislaman
Korelasi antara Al-Qur’an dan ilmu pengetahuan dapat dibuktikan secara
ilmiah dalam berbagai aspek. Allah SWT menciptakan segala sesuatu tidak
dengan cuma-cuma namun memiliki manfaat bagi kehidupan. Sebagaimana
firman Allah tentang keanekaragaman hayati laut yang dijabarkan dalam

Q.S An Nahl ayat 14 yang berbunyi :
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Artinya :

Dan Dialah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat
memakan daging yang segar (ikan) darinya, dan (dari lautan itu) kamu
mengeluarkan perhiasan yang kamu pakai. Kamu (juga) melihat perahu
berlayar padanya, dan agar kamu mencari sebagian karunia-Nya, dan agar
kamu bersyukur.

Berdasarkan ayat tersebut membahas mengenai pesan Allah kepada hamba-
Nya bahwa laut merupakan salah satu karunia terbesar di muka bumi. Manusia
dapat mengambil banyak manfaat dari lautan seperti mengonsumsi daging segar
hingga mendapatkan perhiasan seperti mutiara. Semua hal yang ada di lautan
diciptakan agar manusia dapat mencari penghidupan dengan memanfaatkan
hasil laut dan menjaganya untuk kemaslahatan umat. Dalam ayat tersebut dapat
disimpulkan supaya manusia mencari keuntungan dari karunia-Nya dan dapat
bersyukur atas karunia tersebut.

Demikian pula pada firman Allah dalam Q.S Al Jatsiyah ayat 12 yang
berbunyi :

";%Z Z}e ‘e%;.iz.;:s ?2:‘1? 6;‘; m‘ (;S/i;; ,e:}‘ é;S} L% Cs‘;&‘ g:‘m
gé}ﬁo:.; LS
(3840 Al

Artinya :

Allah-lah yang menundukkan laut untukmu agar kapal-kapal dapat
berlayar di atasnya dengan perintah-Nya, dan agar kamu dapat mencari
sebagian karunia-Nya dan agar kamu bersyukur.

Maksud dari ayat tersebut adalah Allah telah menundukkan laut yakni
memudahkan untuk kemaslahatan umat manusia agar kapal kapal dapat
berlayar diatasnya dengan izin dan perintah-Nya agar dapat mencari sebagian
karunia-Nya berupa hasil laut melalui perdagangan, mengambil mutiara,
berburu ikan, menyelam dan lain sebagainya. Melalui ayat ini kita sebagai umat

manusia diperintahkan untuk mengeksplorasi hasil laut demi Karena
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sesungguhnya karunia yang Allah berikan sangat besar dan terdapat tanda-

tanda kekuasaan-Nya sehingga hendaklah bersyukur atas nikmat yang

didapatkan karena penundukkan lautan bagi umat manusia.

2.9 Penelitian Terdahulu

Penelitian ini dilakukan berdasarkan acuan dan Kketerkaitan dengan

penelitian sebelumnya. Penelitian terdahulu yang dapat dijadikan acuan dalam

penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 2.2

Tabel 2. 2 Penelitian Terdahulu

Tahun PNamg Judul Metode Kesimpulan Perbedaan. .
enulis dengan Peneliti
2016 |Angeline |Uji Aktivitas|Sampel spons|Pengamatan 1x24jam|1. Peneliti
E.C Antibakteri |[dimaserasi dalam/menunjukkan adanya| menggunakan
Ngantung |dari ~ Sponsjlarutan etanol selamalaktivitas daya hambat| pelarut
. Dictyonella [1x24 jam selanjutnyajterhadap bakteri., metanol saat
Deiske  A.fynjcularis |disaring dengan kertas|Spons  Dictyonella]  proses
Sumilat l4an Whattman lalufunicularis  memilikil maserasi
Robert A Phyllospongi |diuapkan dengan/daya hambat lebih{2. Metode  uji
Bara a lamellosalRotary vacuumibesar  dibandingkan| antibakteri
yang diambillevaporator pada suhu|Phyllospongia hanya
Pada Perairan|40°C. Aktivitas|lamellosa. menggunakan
Bunaken antibakteri diujifPengamatan 2x24 jam| difusi cakram
menggunakan metodeftidak ~ menunjukkan
cakram Kkertas dan|perubahan yang
metode sumur.[signifikan oleh karena
Bakteri  uji  adalahjitu ekstrak spons yang
Staphylococcus diuji bersifat
aureus dan|bakterisidal
Escherichia coli.
2017 |Andhika |Potensi Spons ditimbang 700g|Uji aktivitas|1. Spons yang
Dwi A. Antibakteri |dan dikeringkanfantibakteri dilakukan| digunakan
dari  Ektrakjdengan freeze dryer|dengan metode|  peneliti tidak
Noor: Ermaietanol Sponslkemudian  dihaluskan|mikrodilusi. Ekstrak| melewati
S. Agelas sampai menjadijetanol 96 % spons| proses
Suciati cavernosa [serbuk dan diekstraksi|Agelas cavernosa| pengeringan
dengan etanol 96%|memiliki aktivitas| menggunakan
dengan bantuanjantibakteri  terhadap| freeze dryer
ultrasonik selama 3 x|Escherichia coli,|2. Proses
10 menit tiap ekstraksi|Staphylococcus ekstraksi
dan dilakukanjaureus dan| peneliti
perulangan sebanyak 3|Pseudomonas menggunakan
x24 jam. ujifaeruginosa  dengan| metanol
menggunakan bakterijaktivitas tertinggi|3. Metode yang
Escherichia coli,jterhadap bakteri|  digunakan
Staphylococcus Pseudomonas peneliti
aureus danjaeruginosa  dengan| adalah difusi
Pseudomonas KHM sebesar| cakram
aeruginosa 150ppm.
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2018 |Aditya P.|Uji Aktivitas|Sampel spons|Pengamatan dilakukan(l. Peneliti saat
Pasodung |Antibakteri |dimaserasi dalam|setelah 1x24 jam masa|  proses
o Spons larutan etanol selamalinkubasi. ekstrak|  maserasi
Fitje Plakortis sp.1x24 jam selanjutnyajspons Plakortis sp.| menggunakan
Losung  \vang disaring dengan kertasjmemiliki bioaktivitas| larutan
Esther D Dikoleksi Whattman  diuapkanjantibakteri  terhadap| metanol
Angkouw dari Perairan/dengan Rotarypertumbuhan bakteri2. Peneliti
Bunaken vacuum  evaporator|E. coli dengan| menggunakan
Rosita pada suhu 40°C.diameter 16,6 mm| konsentrasi
Lintang Pengujian antibakteri|(Fraksi 1), 17,3 mm| 0,5 mg/ml; 1
Fraksi ODS|(Fraksi 2), 10,3 mm| mg/ml dan
Desy M.H. menggunakan (Fraksi 3), 7,3 mm| 1,5mg/ml
Mantiri konsentrasi dari tiap|(Fraksi 4), dan 4 mm
Deiske A Fraksi yaitu 10mg/ml.|(Fraksi 6). _Kemudian
Sumilat Metode yang|pada bakt.erl S. aureus
digunakan adalah|dengan diameter zona
difusi agar. bakterijhambat 17,6 mm
yang diujikan|(Fraksi 1), 16,6 mm
Staphylococcus (Fraksi 2), 10,6 mm
aureus dan|(Fraksi 3), 8,0 mm
Escherichia coli (Fraksi 4), dan 7,6 mm
(Fraksi 6).
2018 |Anzharni |Uji Aktivitas|Sampel spons|Ekstrak  etil  asetat|l. Peneliti
Fajrina Antibakteri [sebanyak 1kg|Aplysina  aerophoba|] menggunaka
. . |Ekstrak Etildiekstraksi denganjmampu menghambat| n larutan
Dwi Dinnijasetat Sponsicara  maserasi  etillpertumbuhan  bakteri|  metanol
Aulia Aplysina  |asetat selama 3x24/sebesar 10,60 mm;| untuk proses
Bakhtra  laerophoba  fjam. Pengujian[9,44 mm; 8,3 mm;| maserasi
Yuyun padfa menggunakan metode5,64_11 mm pada bakteri|2. Konsentrasi
Irenda Helicobacter |difusi dilakukan|Helicobacter pylori.| yang
pylori  dan|dengan mengukur|Selanjutnya untuk|  digunakan
Shigella diameter hambat dilbakteri Shigella|  peneliti tidak
dysenteriae |sekeliling cakram|dysenteriae terbentuk| berupa
kertas, dengan|rata-rata diameter|  prosentase
konsentrasi 7%, 5%,hambat sebesar 10,05/ namun
3%, 1%. mm; 9,63 mm; 6 mm;| dengan
4,583 mm. satuan mg/ml
2019 |Remus B.|Uji Aktivitas|Sampel spons|Ektrak spons|1. Peneliti
Maradou |Antibakteri |diekstaksi dengan cara|Siphonodictyon:  sp,| ~menggunakan
. Beberapa maserasi direndam|lrcinia sp dan Dysidea| pelarut
Fitje Spons ~ darijetanol 95% selamajsp dengan bakteri ujii metanol saat
Losung " |perairan 1x24 jam kemudian|Escherichia coli dan| proses
Rem Salibabu disaring dengan kertas|Staphylococcus maserasi dan
y I .
EPM. Kepulauan  [Whatman danjaureus yang memiliki|  dilakukan
Talaud dievaporasi  denganjdaya hambat paling| selama 3x24
Rosita suhu 40°C. Pengujiantinggi adalah| jam
AJ.L. aktivitas  antibakteri|Siphonodictyon diikuti
) ekstrak kasar, fraksijoleh  Ircina  dan
Willy E. P. air, metanol  dan|Dysidea.
s heksan menggunakan
g:r::g:ﬂ' metode difusi agar
dengan bakteri
uji Escherichia coli
dan  Staphylococcus
aureus
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2021 |Eunike Uji Aktivitas|Sampel di ekstraksilHanya fraksi MeOH|1. Pelarut yang
Palealu Antibakteri |[menggunakan metodelyang mampu| digunakan
Ekstrak dan|maserasi denganmenghambat oleh peneliti
Defny W.  |Fraksi Sponsjpelarut etanol  95%]pertumbuhan  bakteri hanya 1 yaitu
Surya Leucetta lalu di fraksinasilE.coli dengan zona] metanol
Sumantri chagosensis |dengan menggunakanhambat rata-rata 6,88
dari Perairan3 pelarut  denganjmm. Sedangkan
Pulau tingkat kepolaran yang|terhadap bakteri
Mantehage |berbeda yaitu metanol,|S.aureus ekstrak dan
Sulawesi n-heksan dan|semua fraksi
Utara kloroform. Ujilmenunjukan aktifitas
terhadap aktivitas menghambat
Pertumbuhan |menggunakan metode|pertumbuhan  bakteri
Bakteri disk diffusion agar|dengan rata-rata zona
Staphylococc |Kirby dan Bauer. hambat masing-
us aureus dan masing EtOH (6,61
Escherichia mm), CHCI3 (6,68
coli mm), n-Heksan (7,83
mm), dan MeOH (8,00
mm). Semua aktivitas
yang ditunjukan
dikategorikan lemah
(weak).
2012 |Martina  |Uji  Potensi|Bakteri yang|Didapatkan 6 isolatl. Media yang
Restuati  |Bakteri yang|berasosiasi ~ dengan|bakteri yang| digunakan
Berasosiasi |spons diisolasi dengan|berasosiasi  dengan| oleh peneliti
Endang  S.gengan metode pengenceran|spons,didapat 3 isolat| adalah Zobell
Gultom  Ispons  Asallbertingkat dan pourlyang memiliki| Marine Agar
Pulau Ngge|plate pada media NA.|aktivitas  antibakteri
(Sibolga) Uji aktivitas|(Spl dan Sp2 terhadap
Sebagai antibakteri dilakukan|S. aureus dan Sp4
Sumber dengan metode difusifterhadap E. coli ).
Antibakteri [agar. Isolat  yang|Ketiga isolat bakteri
memiliki aktivitas|ini merupakan bakteri
antibakteri diuji sifatigram negatif dan
biokimianya. motil.
2014 |Oki W.D.|Aktivitas Isolat bakteri yang|38 isolat bakteri yang|l. Metode uji
Julianti Antibakteri |diperoleh divjilenam di antaranya| bakteri
. . |lsolat Bakterifaktivitas memiliki- kemampuan| - asosiasi yang
M.M. Figri yang antibakterinya dalam  menghambat| digunakan
M.K. Berasosiasi [terhadap bakteri ujijbakteri ujif  oleh peneliti
Ansyori- dengan Escherichia coli|Staphylococcus adalah difusi
KM Spons FNCC 0091 danjaureus dan E. coli.| agar
Demospongi |Staphylococcus Isolat B48 memilikii menggunakan
Guntur T. |ae dari Pantaijaureus FNCC 0047|aktivitas antibakteri| kertas cakram
Paciran menggunakan metodeftertinggi pada bakteri
Lamongan |well diffusion assay. |uji Escherichia coli
FNCC 0091,
sedangkan isolat B52
memiliki aktivitas
antibakteri  tertinggi
pada  bakteri  uji
Staphylococcus
aureus FNCC 0047.
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2015 |Hanna M.|Uji FitokimialProses ekstraksilSenyawa  metabolit{l. Pelarut yang
Rumagit |dan Ujildilakukan dengan|sekunder yang| digunakan
Aktivitas maserasi terdapat pada spons| dalam proses
Max  R.J.antioksidan menggunakan pelarutlLamellodysidea maserasi
RUNtUWene \qarj Ekstrakletanol. Uji fitokimiajherbacea ~ meliputi{  adalah etanol
Sri Sudewi Etanol Sponsiterdiri dari ujifalkaloid,  flavonoid,l2. Uji fitokimia
Lamellodysid [alkaloid, uji flavonoid,|steroid, saponin dan| terdiri  dari
ea herbacea [uji saponin, uji taninftanin flavonoid,
dan uji steroid alkaloid,
terpenoid,
steroid dan
polifenol
2020 |Aspina D. |Senyawa Ekstrak kasar etanol|{Senyawa  metabolit|l. Peneliti
L Golongan  |spons Stylotella  sp|sekunder yang| melakukan
Asriant  |Alkaloid darilberasal dari  prosesfterkandung dalam|  pengambilan
Ilyas Ekstrak kromatografi  kolom|spons Stylotella sp| ekstrak spons
Firnanelty Etanol Sponsicair vakum adalah _alkaloid dan| dengan
Stylotella sp flavonoid metode
Asal maserasi
Kepulauan
Selayar
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BAB 111

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2021 hingga Februari 2022.
Survey pendahuluan dilakukan pada tanggal 24 — 26 Agustus 2021.
Pengambilan sampel dilakukan pada tanggal 16 — 18 September 2021 di
Perairan Wisata Kampung Kerapu, Kabupaten Situbondo. Pembuatan ekstrak
spons Agelas cervicornis beserta bakteri asosiasinya, uji aktivitas antibakteri
dan uji fitokimia dilakukan di Laboratorium Integrasi Universitas Islam Negeri

Sunan Ampel Surabaya. Lokasi pengambilan sampel dapat digambarkan

sebagai berikut :

SELAT MADURA

UNIVERSITAS ISLAM NEGERI SUNAN AMPEL
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
ILMU KELAUTAN

SKRIPSI
PETA LOKASI PENELITIAN
KAMPUNG KERAPU, DESA KLATAKAN
KECAMATAN KENDIT. KABUPATEN SITUBONDO

Nama : Ardelia Humaimah Denatri
NIM : H94218037
N

1:6,000

SAMUDRA HINDIA

Gambar 3. 1 Peta Lokasi Pengambilan Sampel

(Sumber : Data Primer)
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3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat dan bahan yang digunakan pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1

dan Tabel 3.2
Tabel 3. 1 Alat yang digunakan dalam Penelitian
No Alat Spesifikasi Fungsi
Aluminium Klin pak Untuk menutup bagian mulut alat-alat
1 . yang berupa kaca membungkus
foil 8m x 30cm
sampel bahan
2 | Autoclaf Hirayama Untuk sterilisasi alat dan media
Hiclave HG-50 dengan pemanasan basah
3 | Botol Botol kimia 1L Untuk menyimpan hasil maserasi
4 | Botol vial Terbuat dari kaca 10ml ;E:gl( menampung cairan, bubuk atau
5 | Bunsen Terbuat dari kaca 150ml SIie mensterilisasi dengan
pemanasan
6 | cawan Petri Terbuat dari kaca Untuk wadah untuk mengkultur
150 mm x 25mm bakteri, spora, khamir dan biji-bijian
7 | Coolbox Terbuat dari sterofoam Un_tuk BRI mPan sampel agar tetap
terjaga kesegarannya
8 | Cottonswab | OneMed ukuran M Untul mera_tfa\kan pakterl_ Ui saat
proses pengujian antibakteri
IWAKI Untuk memindah atau memasukkan
9 | coron terbuat dari kaca tidak | larutan ke tempat yang mempunyai
g tahan panas dan terdiri dari | dimensi pemasukan sampel bahan
berbagai ukuran kecil
IWAKI
terbuat dari kaca boroksilat | Untuk menampung larutan, bahan
10 | Erlenmeyer .
dengan ukuran 250ml, | atau cairan
500ml dan 1L
IWAKI . Untuk tempat mereaksikan bahan dan
terbuat dari kaca dengan -
11 | Gelas beker tempat menampung bahan kimia
ukuran ~ 50ml,  100ml, berupa larutan
250ml, 500ml dan 1L P
IWAKI
12 | Gelas ukur terbuat dari kaca dengan | Untuk mengukur volume larutan
ukuran 10ml
13 | cuntin Terbuat dari tembaga | Untuk memotong bahan yang
g dengan dua sisi berlawanan | dibutuhkan pada penelitian
. L Untuk memanaskan dan mengaduk
Terdiri atas piringan panas, I q | lai
kenop pemutar pengatur arutan satu dengan larutan lainnya
14 | Hot plate untuk membuat larutan menjadi
suhu dan kabel
homogen dengan bantuan pengaduk
penghubung b
atang magnet
Terbuat dari stainless steel | Untuk menumbuhkan
15 | Inkubator dengan suhu optimal 5°- | mikroorganisme yang ingin
70°C ditumbuhkan
16 Jangka Terbuat dari stainless steel | Untuk mengukur panjang suatu benda
sorong dengan akurasi 0,05mm dengan ketelitian hingga 0,1 mm
Terbuat dari gagang kaca | Untuk memindahkan atau mengambil
17 | Jarum ose ketebalan 7mm dengan | koloni suatu mikroba ke media yang

ujung kawat

akan digunakan kembali
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Kamera tahan air untuk | Untuk mengambil gambar atau
18 | Kamera . . .
foto underwater dokumentasi penelitian laboratorium
Untuk menutup mulut pada alat
19 | Kapas OneMed ukuran 250g laboratorium yang berbahan kaca agar
larutan yang ada pada tabung tersebut
tidak menguap
20 | Kertas label FOX ukuran 8 x 20mm U”.“!" menan(-jal. tabung yang telah
terisi larutan kimia
. Whatmann diameter Unt_uk_memlsahkan.partlkel suspensi
21 | Kertas saring dari cairan dan memisahkan antara zat
110mm .
terlarut dari zat padat
Terbuat dari bahan electro
galvanized steel ketebalan | Untuk melakukan kegiatan mulai dari
29 Laminar air 1,2mm dilapisi dengan | persiapan bahan tanam, inokulasi atau
flow polyester dilengkapi blowe | penanaman dan pemindahan tanaman
sebagai pengering dan | dari satu tempat ke tempat yang lain
pengatur aliran udara
23 | Latex Sensi Gloves ukuran L Unt_uk mellndu_ng|_ kontak - langsung
dari bahan/zat kimia
Single  channel  yang | Untuk memindahkan cairan yang
24 | Mikro pipet dilengkapi  tip  kuning | bervolume cukup kecil, biasanya
maupun biru kurang dari 1000 pl.
. | Untuk menghancurkan atau
25 le?rtar agy bUarE:?ngéeletsrbuat dag menghaluskan suatu bahan atau zat
P yang masih bersifat padat atau kristal
26 | Pinset Pin_setG_OOI TS-15 terbuat rﬂgﬁtpitnrfigg?rggnsaa? ?rzlgriing:\ﬂggg
dari stainless steel "
cakram antibiotik
Terbuat dari kaca dengan | Untuk memindahkan cairan dari
27 | Pipet tetes bagian karet diatasnya | wadah aslinya ke wadah lain dalam
untuk menyedot larutan jarak tertentu
Untuk menutup tabung reaksi atau
. Cling wrap cawan petri agar cairan yang ada
28 | Plastik wigg 37m x 38cm dalam tabung tidak tumpah sewaktu
menghomogenkan cairan
Plastik Untuk menyimpan zat kimia yang
29 . Ukuran 35 x 40 berbentuk bubuk, tablet maupun
ziplock .
kristal
30 AEK tgbung Terbugt dari| kasy denga_n Untuk meletakkan tabung reaksi
reaksi kapasitas 24 tabung reaksi
Rotary Alat yang terdiri dari labu Untuk  mengubah sebagian ataq
keseluruhan  sebuah pelarut dari
31 | vacuum alas bulat, labu pelampung, sebuah larutan dari bentuk cair
evaporator kondensor dan main unit A
menjadi uap
Untuk menulis atau menandai pada
32 | Spidol Permanen snowman OPF kertas label yang ditempel pada alat
laboratorium
Terbuat dari bahan kaca (ijinteurlr(nukaanmerr]ri/:(?i?arka: ar szalgag
33 | Spreader dengan ujung berbentuk perm ad pay:
e bakteri yang tersuspensi dalam cairan
segitiga
tersebut tersebar merata
Terbuat dari bahan kaca
34 Tabupg yang tahan panas dlam_eter Untuk meletakkan sampel atau larutan
reaksi 10-20 mm dengan Panjang

50-200mm
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Terbuat dari stainless steel
35 | Timbangan dengan resolusi | Untuk mengukur massa benda

0,dmg

Alat homogenizer yang

. terdiri dari lempengan | Untuk mencampur sejumlah bahan

36 | Vortex mixer

putar kabel | dalam satu botol

penghubung listrik

Tabel 3. 2 Bahan yang digunakan dalam Penelitian

No. Bahan Fungsi
Air Laut Steril Untuk mensterilkan sampel setelah diambil
Alkohol 70% Untuk sebagai pelarut senyawa organik
3 | Aquades Untuk sebagai _ba_han pelarut atau pencampur dari
bahan-bahan kimia
4 | Dragendorff Untuk mendetek5| alkaloid dalam sampel uji atau
sebagai pewarna
5 | EsBatu Untuk mengawetkan sampel selama dalam
coolboox
6 | FeCl; 1% Untuk"mengana_llls_a senyawa polifenol dalam
pengujian fitokimia
Untuk menguji aktivitas antibakteri suatu
7 | Kertas Cakram antibiotik terhadap mikroorganisme patogen dari
ukuran zona bening yang berbentuk
8 | Lieberman burcand Untuk mendetekm c_jalam pengujian fitokimia uji
terpenoid dan steroid
9 Masker Untuk melmdungl _pernafasan dari penguapan
bahan atau zat kimia
10 | Metanol 96% Untuk sebagai pelarut dari hasil ekstrak
11 | Nutrient Broth Untuk menumbuhkan biakan secara general
12 | Spons Agelas cervicornis Untuk sebagai sampel uji
13 | Staphylococcus aureus Untuk sebagai bakteri uji
14 | Tissu Untuk membersihkan alat
15 | Zobell Marine Agar 2216 Untuk membuat media padat

3.3 Variabel Penelitian

1. Variabel bebas : ekstrak spons Agelas cervicornis dan bakteri asosiasi

a. Variasi konsentrasi 0,5 mg/ml, 1 mg/ml dan 1,5 mg/mi

b. Kontrol (+) chloramphenicol , Kontrol (-) metanol

c. Waktu pengamatan zona hambat 24 jam dan 48jam

2. Variabel terikat : Daya hambat Staphylococcus aureus
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3.4 Tahap Penelitian
Tahap penelitian ditampilkan pada Gambar 3.2

Survey Pendahuluan

\ 4
Inventarisasi Alat dan Bahan

A4
Pengambilan Sampel

\4

Spons
Agelas cervicornis
\4

Ekstraksi Isolasi Bakteri

A
Maserasi sampel 3x24 jam

'

Evaporasi menggunakan

Kultur Bakteri
Rotary Vacuum Evaporator

Uji Antagonis

A4 \4

Uji Fitokimia Uji Antibakteri

Analisis Zona
Hambat

Gambar 3. 2 Tahapan Penelitian




3.5 Metode Pengumpulan Data
Penelitian ini menggunakan metode eksperimen dengan menguji ekstrak
spons Agelas cervicornis dan bakteri asosiasinya sebagai potensi antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus. Berikut merupakan tahapan yang dilakukan
dalam penelitian :
3.5.1 Tahap Persiapan
Tahap persiapan meliputi survey pendahuluan, inventarisasi alat dan
bahan, sterilisasi alat dan media dan pembuatan media.
1. Survey Pendahuluan

Survey pendahuluan bertujuan untuk melihat kondisi
lapangan sekaligus menyerahkan surat perizinan untuk
pengambilan sampel pada lokasi penelitian yang sudah ditentukan.

2. Inventarisasi Alat dan Bahan

Pendataan alat dan bahan yang akan digunakan selama
proses penelitian berlangsung dan ditempatkan pada lemari
penyimpanan dengan pemberian label nama peneliti.

3. Sterilisasi Alat

Sterilisasi merupakan kegiatan yang bertujuan untuk
membunuh mikroorganisme. Sterilisasi alat dilakukan sebelum
proses pembuatan media untuk menghindari adanya kontaminasi
saat ditumbuhkan. Proses sterilisasi basah dilakukan dengan
bantuan alat autoklaf uap pada suhu 121°C selama 15 menit.
Penggunaan suhu tersebut dengan alasan tekanan 1 atm adalah
ketinggian permukaan laut (Istini, 2020).

Alat yang disterilkan pada penelitian ini berbahan kaca
meliputi cawan petri, tabung reaksi, erlenmeyer, gelas beker, gelas
ukur dan spreader yang disterilkan dalam kurun waktu 15 menit.
Sedangkan proses sterilisasi mikropipet dan tip dilakukan dengan
menggunakan alat laminar air flow. Pada umumnya lama waktu
proses sterilisasi bergantung sifat bahan, tipe wadah dan volume

bahan yang disterilkan.
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4.

Pembuatan Media untuk Penapisan Bakteri Asosiasi Spons

Media yang digunakan adalah air laut steril, Nutrient Broth
dan Zobell Marine Agar 2216. Air laut digunakan untuk proses
pengenceran, Nutrient Broth digunakan sebagai stok bakteri
simbion dan Zobell Marine Agar 2216 digunakan sebagai media
pertumbuhan bakteri simbion. Proses pembuatan media uji sebagai
berikut :

a. Media Nutrient Broth dan Zobell Marine Agar 2216 masing-
masing tiap 1000 ml aquades ditimbang sebanyak 13 gr dan
55,25 gram untuk selanjutnya diletakkan dalam Erlenmeyer
atau gelas beker. Air laut dituang sebanyak 10ml tiap tabung ke
dalam 10 tabung reaksi.

b. Nutrient Broth dan Zobell Marine Agar 2216 dipanaskan di
atas hotplate sampai homogen dan mendidih

c. Media Nutrient Broth, Zobell Marine Agar 2216 dan air laut
ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil sebelum
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

d. Media Zobell Marine Agar 2216 setelah disterilkan dituang ke
dalam cawan petri sesuai kebutuhan. Sedangkan Nutrient Broth
tetap berada di Erlenmeyer guna proses pengawetan bakteri
simbion dan air laut steril tetap berada pada tabung reaksi guna
proses pengenceran untuk dibawa ke lokasi pengambilan

sampel.

3.5.2 Tahap Pelaksanaan di Lapangan

Ketika persiapan telah selesai dilakukan, dilanjutkan dengan proses

pelaksanaan penelitian meliputi pengambilan sampel dan pengenceran,

isolasi, purifikasi dan kultur bakteri.

1.

Pengambilan Sampel

Sampel spons Agelas cervicornis diperoleh dari Perairan
Wisata Kampung Kerapu, Kabupaten Situbondo dengan titik
pengambilan sampel berada pada koordinat 7°41°31.5”S
113°53°49.0”E. Pengambilan sampel dilakukan dengan cara
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snorkling dan bantuan alat gunting untuk memotong spons. Setelah
sampel berhasil diangkat dari perairan, disimpan didalam coolbox
yang berisi es batu agar sampel tetap segar dan tidak rusak.
Pengenceran

Sampel yang telah didapatkan ditimbang sebanyak 10gr
untuk kemudian dihaluskan menggunakan mortar dan alu.
Disamping itu media Nutrient Broth dituang kedalam tabung reaksi
sebanyak 10 ml untuk kemudian ditambahkan sampel kedalamnya.
Setelah ditambahkan larutan tersebut dihomogenkan menggunakan
vortex mixer. Hal ini ditujukan sebagai stok dari bakteri asosiasi
spons Agelas cervicornis.

Secara umum pengenceran merupakan proses melarutkan
atau pelepasan mikroba dari substratnya ke dalam air. Pengenceran
dilakukan dengan tujuan mengurangi konsentrasi larutan sehingga
nantinya dapat diamati dan diketahui jumlah mikroorganisme
secara spesifik. Pengenceran dilakukan dengan bantuan aquades
atau air laut dengan tujuan mengurangi kepadatan koloni suatu
bakteri (Afifi & Sugiarti, 2016).

Tahap pengenceran dilakukan menggunakan air laut steril
sebanyak 9ml tiap tabung dengan total tabung berjumlah 10 buah.
Selanjutnya diambil 1ml dari stok bakteri asosiasi untuk
ditambahkan pada pengenceran 10° dan dihomogenkan. Kemudian
dari pengenceran 10° diambil 1ml ke dalam 9ml tabung reaksi
pengenceran 107, Hal ‘tersebut dilakukan berulang hingga
mencapai pengenceran 10°. Hasil pengenceran 10, 107 dan 10°°
diambil sebanyak 50upL untuk diratakan menggunakan spreader
pada cawan petri yang berisi media Zobell Marine Agar 2216. Hal
tersebut dilakukan untuk menumbuhkan bakteri untuk kemudian

diinkubasi dalam suhu 37°C selama 2x24 jam
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3.5.3 Tahap Pelaksanaan di Laboratorium

1.

Isolasi Bakteri

Lingkungan alami terdiri dari berbagai jenis mikroorganisme
yang beranekaragam. Pemisahan bakteri satu dengan lainnya
diperlukan guna identifikasi jenis, morfologi, fisiologi maupun
karakteristiknya. Pemisahan bakteri tersebut disebut dengan isolasi.
Proses isolasi bakteri dilakukan dengan cara mengambil bakteri
dari media asalnya dan menumbuhkan kembali pada media buatan
sehingga diperoleh biakan murni (Sabbathini et al., 2017).

Isolasi bakteri ditujukan untuk melanjutkan proses
pengenceran yang telah dilakukan. Isolasi bakteri pada penelitian
dilakukan dengan pemberian kode AA, AB, AC dan seterusnya
sebanyak isolat yang ditemukan. Proses isolasi menggunakan
media Zobell Marine Agar 2216 dan diinkubasi selama 2x24 jam.
Purifikasi

Proses purifikasi bertujuan untuk memisahkan hasil koloni
bakteri yang terbentuk sehingga tidak bercampur dengan jenis lain.
Purifikasi dilakukan dengan mengamati hasil isolasi kemudian
membuat media baru dalam cawan petri. Setiap cawan petri terbagi
menjadi 4 bagian. Metode yang digunakan dalam proses purifikasi
menggunakan metode streak plate dengan bantuan jarum ose. Hal
tersebut dilakukan dengan menggunakan 2 kali perulangan. Seperti
halnya proses isolasi bakteri, purifikasi dilakukan pada laminar air

flow untuk kemudian diinkubasi pada suhu 37°C.

Gambar 3. 3 Metode Streak Plate
Kultur

Setelah bakteri tumbuh pada media cawan purifikasi,

dilakukan pengkulturan yang bertujuan untuk memisahkan koloni
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bakteri pada cawan miring. Sama halnya dengan proses purifikasi,
metode yang digunakan adalah cawan gores dengan bantuan jarum
ose yang digoreskan pada tabung reaksi yang telah terisi media
miring.
Pembuatan Standar Mc. Farland untuk Bakteri Asosiasi

Standar Mc. Farland 0,5 dibuat dengan cara menyampurkan
larutan H2SO4 0,36 N sebanyak 99,5 ml dengan larutan
BaCl2.2H20 1,175% sebanyak 0,5 ml. larutan tersebut
dihomogenkan menggunakan vortex mixer hingga terbentuk
larutan yang keruh. Kekeruhan ini dipakai untuk standar kekeruhan
suspensi bakteri uji (Dhuha et al., 2016).
Uji Antagonis Bakteri Asosiasi Spons Agelas cervicornis

Bakteri simbion yang telah diinokulasikan diambil
menggunakan jarum ose untuk disuspensikan dalam 5ml air laut
steril kemudian dihomogenkan menggunakan vortex mixer
kemudian diinkubasi selama 1x24 jam. Bakteri simbion yang
diambil sebanyak kebutuhan kekeruhan yang sama dengan
kekeruhan standar larutan Mc. Farland (Liempepas et al., 2019).

Tahapan uji antagonis dimulai dengan pembuatan media
Zobell Broth untuk bakteri patogen kemudian di shaker selama 2 x
24 jam selanjutnya diteteskan sebanyak 50uL pada media Zobell
Agar di cawan petri untuk kemudian diratakan menggunakan
cotton swab. Bakteri simbion yang telah diinkubasi diteteskan
sebanyak 20pL pada kertas cakram berdiameter 6mm dan
diletakkan pada media Zobell Marine Agar 2216 dengan 3x
pengulangan. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C untuk
selanjutnya diamati zona hambat pada 24 jam dan 48 jam.
Pembuatan Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Metode yang sering digunakan dalam penelitian uji ekstraksi
adalah dengan teknik maserasi. Maserasi merupakan proses
perendaman sampel menggunakan pelarut yang sesuai. Beberapa

hal yang mempengaruhi maserasi adalah jenis pelarut dan lama
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waktu perendaman. Waktu ideal yang digunakan dalam proses
maserasi adalah 3 — 10 hari (Nurmalasari et al., 2016).

Pada penelitian ini sampel spons Agelas cervicornis
ditimbang dan dipotong kecil-kecil kemudian direndam dengan
menggunakan pelarut metanol 96%. Ekstraksi dilakukan dengan
cara perendaman sampel dengan pelarut selama 1x24 jam dengan
3 kali perulangan pada suhu kamar. Setelah 1x24 jam larutan
disaring menggunakan kertas saring Whattman untuk selanjutnya
dikumpulkan dalam botol. Lalu sampel direndam kembali dengan
larutan metanol dan proses tersebut diulangi hingga 3x24 jam
Evaporasi

Evaporasi merupakan proses yang bertujuan memekatkan
larutan yang terdiri dari pelarut dan zat terlarut. Hasil dari proses
evaporasi berupa larutan cair pekat yang memiliki konsentrasi
tinggi. Beberapa faktor yang dapat memengaruhi kecepatan proses
evaporasi adalah kecepatan hantaran panas, jumlah panas yang
tersedia, suhu maksimum dan tekanan dalam alat (Era et al., 2012).

Hasil maserasi spons Agelas cervicornis dengan metanol
dievaporasi menggunakan rotary vacuum evaporator pada 40°C
hingga metanol menguap memisahkan diri dan tersisa ekstrak kasar
dari spons Agelas cervicornis untuk kemudian ditimbang.

Uji Fitokimia Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Uji fitokimia dilakukan untuk 'mengetahui golongan
kandungan senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid,
terpenoid, steroid, saponin dan polifenol yang terdapat dalam
ekstrak spons Agelas cervicornis.

a. Uji Flavonoid
Ekstrak spons Agelas cervicornis ditimbang sebanyak 20 mg
kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi untuk
selanjutnya ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 10%.
Apabila sampel mengalami perubahan warna menjadi hitam

pekat, coklat, merah, hijau, biru maupun ungu menandakan
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bahwa sampel tersebut memiliki kandungan flavonoid
(Agustina, 2017).

Menurut Muharrami et al., (2020) sekitar 3 ml ekstrak
sampel ditambahkan dengan larutan NaOH 10% sebanyak 1
ml kemudian diamati perubahan warnanya. Apabila warna
yang dihasilkan terlihat kuning pekat maka terindikasi ekstrak
tersebut mengandung senyawa metabolit sekunder golongan
flavonoid.

. Uji Alkaloid

Sebanyak 20 mg ekstrak spons Agelas cervicornis
dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan
beberapa tetes larutan HCI dan dicampur secara merata.
Selanjutnya ditambahkan beberapa tetes larutan Dragendorff
apabila terbentuk endapan berwarna merah bata maka sampel
tersebut menunjukkan adanya kandungan senyawa alkaloid
(Ayu Risky, 2014).

Uji Terpenoid dan Steroid

Ekstrak spons Agelas cervicornis diambil sebanyak 20 mg
ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan beberapa tetes
larutan Liebermann Burcand. Ditunggu beberapa saat apabila
terjadi larutan sampel mengalami perubahan warna ungu
maupun . merah menandakan bahwa sampel ekstrak
mengandung senyawa metabolit terpenoid. Sedangkan apabila
terjadi perubahan warna biru maupun hijau menunjukkan
adanya kandungan senyawa steroid (Syafitri et al., 2014).

. Uji Saponin

Ditimbang ekstrak spons Agelas cervicornis sebanyak 20 mg
ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 2 ml air panas
untuk selanjutnya dikocok secara vertical. Sampel dapat
dikatakan positif mengandung saponin apabila terbentuk
gelembung atau busa permanen setelah proses pengocokan
(Afriani et al., 2016).
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Selain itu dapat dilakukan dengan cara menambahkan 10
tetes aquadest pada 1ml ekstrak sampel kemudian dikocok
selama 1 menit. Timbulnya gelembung secara stabil pada
larutan sampel menunjukkan adanya senyawa saponin yang
terkandung dalam ekstrak tersebut (Apriliani et al., 2020).

e. Uji Polifenol

Sebanyak 20 mg sampel ekstrak spons Agelas cervicornis
dimasukkan ke dalam tabung reaksi untuk selanjutnya di tetesi
sebanyak 10 tetes larutan FeCls 1%. Kandungan fenol akan
terdeteksi apabila terjadinya perubahan warna pada sampel
menjadi ungu, biru maupun hitam (Nur & Rahmawati, 2019).

9. Uji Antibakteri Ekstrak Spons Agelas cervicornis
Penelitian ini menggunakan metode difusi cakram. Difusi
cakram atau dapat disebut Kirby-Bauer test adalah metode yang
dilakukan dengan cara peletakan kertas cakram di atas media agar
yang telah di tanami mikroorganisme untuk kemudian diinkubasi
(Buldani et al., 2017). Pengujian antibakteri dilakukan dengan
kertas cakram berdiameter 6 mm dengan 3 konsentrasi yaitu 0,5
mg/ml, 1 mg/ml dan 1,5 mg/ml dengan masing masing konsentrasi
dilakukan sebanyak 3 kali perulangan. Tahapan pengujian metode
difusi cakram dibagi menjadi dua yaitu :
a. Kultur bakteri patogen
- Disiapkan media Zobell Agar untuk kultur bakteri patogen
- Disiapkan Zobell Broth untuk menginokulasikan bakteri
patogen dan di shaker selama 2 x 24 jam
b. Uji difusi cakram
- Disiapkan media Zobell Agar sebagai media penumbuhan
bakteri patogen pada cawan petri
- Diteteskan sebanyak 50uL bakteri patogen yang telah
dishaker pada media Zobell Agar untuk kemudian diratakan

menggunakan cotton swab
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- Diteteskan ekstrak spons Agelas cervicornis pada kertas
cakram sebanyak 20puL

- Diteteskan kontrol (+) dan kontrol (-) pada kertas cakram
sebanyak 20uL

- Diletakkan kertas cakram di atas media uji bakteri dengan
sedikit tekanan agar menempel pada permukaan media

- Dilakukan perulangan sebanyak 3x kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 2x24 jam

- Dilakukan pengamatan dan pengukuran zona hambat pada
24 jam dan 48 jam

3.6 Analisis Data
Analisis data untuk uji antibakteri dan uji antagonis meliputi pengamatan
dan pengukuran zona hambat yang dilakukan setelah 24 jam dan 48 jam
menggunakan jangka sorong. Data uji fitokimia kualitatif dianalisis secara
deskriptif.
Ekstrak yang diperoleh melalui proses maserasi hingga evaporasi kemudian
dihitung nilai rendemen dengan rumus : (Senduk et al., 2020)

Ny B Berat ekstrak 100%
endaemen = Berat bahan baku x 0

Menurut Davis & Stout (1971) dalam Utomo et al., (2018) kriteria
penggolongan kekuatan antibakteri adalah sebagai berikut :

a. Diameter zona hambat > 20 mm  : sangat kuat

b. Diameter zona hambat 10 — 20 mm : kuat

c. Diameter zona hambat 5 —10 mm : sedang

d. Diameter zona hambat 0 —5mm  :lemah

Selanjutnya untuk data diameter zona hambat dilanjutkan ke uji analisis

statistik menggunakan Uji One Way Anova setelah melewati uji normalitas dan
uji _homogenitas. Apabila uji prasyarat tersebut tidak terpenuji maka
dilanjutkan menggunakan Uji Kruskall Wallis. Dasar pengambilan keputusan
Uji One Way Anova adalah :
1. P < 0,05 maka HO ditolak, terdapat perbedaan signifikan antar perlakuan

2. P>0,05maka HO diterima, tidak ada perbedaan signifikan antar perlakuan

41



HASIL DAN PEMBAHASAN

BAB IV

4.1 Hasil Identifikasi Sampel Spons Agelas cervicornis

Gambar 4. 1 Hasil Identifikasi Sampel Spons Agelas cervicornis

Spons Pengamatan Laman ldentifikasi Sampel Peneliti
Agelas cervicornis Memiliki warna luar Sampel spons ketika di

coklat tua dan warna dalam perairan

dalam jingga berwarna jingga

Kosistensi tubuh kaku, Sampel spons ketika di

sulit robek dan keras darat berwarna coklat
tua

Makroskopis | Diameter sekitar 3 — 6

cm Konsistensi tubuh
sampel kaku, keras dan

Panjang mencapai 50 — | sulit robek

100 cm
Sampel memiliki tubuh
panjang, tegak
bercabang dan silindris

Spikula berbentuk Spikula sampel spons

monaxon styloid dan yang diamati memiliki

Mikroskopis | monaxon strongyle bentuk monaxon

styloid dan monaxon
strongyle

Berdasarkan pengambilan sampel spons pada Perairan Wisata Kampung
Kerapu Kabupaten Situbondo didapatkan hasil foto underwater dari spons

Agelas cervicornis yang ditunjukkan pada Gambar 4.1:

Gambar 4. 2 Foto Spons Agelas cervicornis
di Perairan Kampung Kerapu, Situbondo
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)
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Adapun hasil foto sampel spons Agelas cervicornis ketika berada di darat
ditunjukkan pada Gambar 4.2:

mbar 4. 3 Agellcervicornis
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)

Dokumentasi sampel dilakukan di dalam air dan diatas permukaan air
dengan tujuan kepentingan identifikasi jenis. Identifikasi jenis spons dilakukan
dengan pengamatan morfologi dan bentuk spikula dengan bantuan mikroskop.
Verifikasi bentuk morfologi dilakukan dengan membandingkan hasil
dokumentasi  dengan  portal identifikasi spons pada laman

WWwWWw.spongeguide.uncw.edu dan www.marinespesies.org .

Menurut Parra-velandia et al., (2014) spesies Agelas cervicornis biasanya
memiliki tubuh yang panjang, tegak bercabang dan silindris. Memiliki
diameter sekitar 3 —6 cm dengan panjang mencapai 50 — 100 cm. Secara umum
memiliki warna luar coklat tua dan warna dalam bewarna oranye dengan
konsistensi tubuh kaku, sulit robek dan keras. Spikula yang dimiliki spesies ini
berbentuk monaxon styloid dan strongyle dengan bentuk serat acanthostyle.

Berdasarkan pernyataan diatas hasil dokumentasi pengamatan mikroskopis

spikula sampel spons Agelas cervicornis dapat dilihat pada Gambar 4.3:

N

Gambar 4. 4 Bentuk Spikula Agelas cervicornis
(&) Monaxon styloid (b) Monaxon strongyle
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)
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4.2 Hasil Ekstraksi Spons Agelas cervicornis
Hasil ekstraksi spons Agelas cervicornis diperoleh ekstrak kental sebanyak

8,2 gram kemudian dihitung nilai rendemen yang ditunjukkan pada Tabel 4.1

Tabel 4. 1 Hasil Rendemen Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Ekstrak Berat sampel Berat ekstrak Rendemen
(gram) (gram) (%)
Agelas cervicornis 500 8,2 1,64

Hasil ekstraksi spons Agelas cervicornis menunjukkan presentase yang
rendah yaitu sebesar 1,64%. Tinggi rendahnya nilai rendemen menandakan
jumlah ekstrak yang dihasilkan suatu sampel. Selain itu jumlah rendemen
berhubungan dengan senyawa aktif yang terkandung didalamnya. Maka
apabila jumlah rendemen rendah, ekstrak yang dihasilkan semakin sedikit dan
kandungan senyawa aktif juga lebih rendah (Dewatisari et al., 2018).

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi besar kecilnya jumlah
rendemen hasil ekstraksi diantaranya yaitu waktu saat proses maserasi.
Semakin lama waktu yang digunakan saat maserasi akan menghasilkan
rendemen yang lebih banyak. Hal tersebut dikarenakan kontak antara sampel
dengan pelarut untuk saling berinteraksi memiliki waktu yang banyak sehingga
dapat meluruhkan senyawa metabolit sekunder lebih banyak (Sumarni et al.,
2019). Selain dikarenakan faktor waktu, terdapat faktor suhu yang
mempengaruhi jumlah rendemen ekstrak yang dihasilkan. Pemilihan suhu
harus mempertimbangkan kondisi sampel agar tidak terjadi penguapan
senyawa volatil bahan akibat suhu yang tinggi. Suhu terbaik yang digunakan
dalam proses maserasi adalah suhu ruang (Cahayanti, 2016).

Pada penelitian ini sampel spons yang digunakan sebanyak 500gr untuk
direndam menggunakan pelarut metanol. Metanol dipilih karena menurut
Savitri et al., (2017) ekstrak yang dihasilkan dari rendaman spons dengan
metanol lebih kental dibandingkan menggunakan pelarut lain yang memiliki
kepolaran dibawah metanol. Selain itu metanol yang memiliki rumus senyawa
kimia dengan nama CH3OH dapat melarutkan seluruh golongan pada metabolit
sekunder yang bersifat polar maupun non polar sehingga pelarut ini sering

digunakan dalam proses maserasi bahan alam.
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4.3

Proses maserasi dilakukan karena terdapat kelebihan dalam proses isolasi
yaitu perendaman sampel akan mengakibatkan pemecahan dinding sel akibat
adanya tekanan antara dalam dan luar sel. Hal tersebut yang menyebabkan
metabolit sekunder akan terlarut (Hasrianti et al., 2016). Tahap maserasi
dilakukan dengan merendam sampel dalam pelarut pada suhu ruang selama 1
X 24 jam. Selama proses perendaman berlangsung dilakukan beberapa kali
pengadukan. Filtrat hasil rendaman disaring menggunakan Kkertas saring
Whattman dan disimpan pada botol khusus dan diletakkan pada freezer untuk
menjaga kualitasnya. Perlakuan tersebut diulangi hingga 3x24 jam.

Proses evaporasi dilakukan ketika proses maserasi telah selesai. Tahapan ini
bertujuan menguapkan pelarut yang masih tertinggal sesuai titik didihnya
sehingga dapat diperoleh ekstrak kental. Filtrat hasil maserasi dikeluarkan dari
freezer dan ditunggu hingga suhu ruang untuk selanjutnya dievaporasi dengan
suhu 40° pada rotary vacuum evaporator. Proses evaporasi memakan waktu
cukup lama karena mengubah cairan menjadi ekstrak kental dengan cara
menghilangkan pelarut untuk mendapatkan ekstrak dari spons. Ekstrak yang

dihasilkan oleh sampel spons Agelas cervicornis seperti Gambar 4.4 berikut :

-t

Gambar 4. 5 Ekstrak Spons Agelas cervicornis
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)

Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Hasil uji fitokimia ekstrak spons Agelas cervicornis berdasarkan perubahan
warna yang terbentuk setelah penambahan pereaksi untuk golongan senyawa
flavonoid, alkaloid, terpenoid / steroid, saponin dan polifenol dapat dilihat pada
Tabel 4.2 :
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Tabel 4. 2 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Spons Agelas cervicornis

. Acuan Perubahan Perubahan .
Golongan senyawa Pereaksi Hasil
warna warna sampel
Flavonoid NaOH Hitam, Coklat Merah kecoklatan +
Alkaloid HCI + Dragendorff Endapan merah Endapan merah
Terpenoid / Steroid  Liebermann Burcand Jingga / Biru Jingga kecoklatan
Saponin Air panas Terbentuk busa Tidak berbusa -
Polifenol FeCls 1% Ungu, Biru Kecoklatan -

Keterangan : (+) Terdapat kandungan senyawa
(-) Tidak terdapat kandungan senyawa

Adapun hasil uji fitokimia secara kualitatif terhadap kandungan senyawa

metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, terpenoid, steroid, saponin dan

polifenol dalam ekstrak spons Agelas cervicornis dapat diamati pada Gambar

45:

e

Gambar 4. 6 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Spons Agelas cervicornis
(a) Golongan senyawa flavonoid (b) Golongan senyawa alkaloid
(c) Golongan senyawa terpenoid / steroid (d) Golongan senyawa saponin

(e) Golongan senyawa polifenol
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)

Uji fitokimia ekstrak spons Agelas cervicornis dilakukan dengan tujuan

untuk mengetahui jenis metabolit sekunder yang terkandung didalamnya.

Metabolit sekunder sering dimanfaatkan dalam bidang farmakologi sebagai

antibakteri. Pengujian fitokimia dilakukan secara kualitatif dengan melihat

adanya perubahan warna larutan sampel. Perubahan warna akan timbul akibat

penggunaan jenis pereaksi tertentu. Perubahan yang dihasilkan dicocokkan

dengan standar yang telah ditetapkan (Vifta & Advistasari, 2018). Kandungan

metabolit sekunder sangat bervariasi sehingga tidak dapat disamakan antara
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biota satu dengan lainnya sehingga diperlukan pengujian fitokimia secara
kualitatif maupun kuantitatif (Erlyani, 2012).

Berdasarkan hasil uji fitokimia pada tabel 4.2 yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa ekstrak spons Agelas cervicornis terbukti positif
mengandung senyawa metabolit sekunder golongan flavonoid, alkaloid dan
terpenoid. Sedangkan senyawa saponin dan polifenol menunjukkan hasil yang

negatif.

Kandungan senyawa yang terdeteksi pada ekstrak spons Agelas cervicornis
sangat dipengaruhi oleh pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi.
Penelitian ini menggunakan pelarut metanol. Efektivitas suatu senyawa dalam
proses ekstraksi sangat bergantung pada kelarutan senyawa tersebut oleh
pelarut yang digunakan (Verdiana et al., 2018). Metanol merupakan senyawa
bersifat polar dengan struktur molekul CH3sOH dengan gugus hidroksil (-OH)
dan gugus metal (-CHs) yang dapat menarik senyawa bersifat polar, semi polar
maupun non polar (Ramdani et al., 2017).

Flavonoid dilaporkan sebagai senyawa bioaktif paling penting yang
dipamerkan berbagai aktivitas biologis seperti antioksidan, anti inflamasi,
antimikroba, anti kanker dan anti alergi. Saponin adalah jenis lain senyawa
bioaktif yang terlibat dalam aktivitas antimikroba. Sedangkan tanin adalah
senyawa fenolik dan turunannya yang dianggap sebagai antioksidan primer
atau penangkal radikal bebas (Mhya & Mankilik, 2014).

Suatu mikroorganisme yang memiliki kandungan metabolit sekunder
seperti spons sangat kompleks karena dipengaruhi oleh kemampuan adaptasi,
ketersediaan makanan serta interaksi intra sel spons itu sendiri. Kandungan
senyawa metabolit sekunder spons juga dapat dipengaruhi oleh kondisi substrat
dan mikroba asosiasinya. Dilaporkan pada penelitian Roreng et al., (2021)
spons sebagian besar mengandung triterpenoid, alkaloid dan saponin.

Flavonoid merupakan golongan senyawa yang mudah larut pada pelarut
polar diataranya metanol, etanol maupun aseton. Senyawa flavonoid memiliki
mekanisme kerja yang dapat menghambat fungsi membran sel. Mekanisme

tersebut berlangsung dengan cara membentuk senyawa kompleks dengan
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protein ekstraseluler yang akan mengakibatkan rusaknya membran sel
sehingga senyawa intraseluler bakteri akan keluar (Arum et al., 2012).

Menurut Sabir (2005) flavonoid dapat berperan sebagai antibakteri dengan
cara melepaskan energi transduksi pada membran sitoplasma bakteri sehingga
dapat menyebabkan motilitas bakteri terhambat. Selain itu gugus hidroksil
yang terdapat pada struktur senyawa flavonoid akan mengakibatkan transpor
nutrisi dan perubahan komponen organik yang dapat menimbulkan efek toksik
terhadap bakteri pengganggunya. Sehingga senyawa golongan flavonoid dapat
dikatakan sebagai antibakteri.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Undap et al., (2017) kandungan
senyawa yang terdapat pada spons genus Agelas memiliki gugus fungsi siklo
heksana. Senyawa aktif dengan gugus ini pada umumnya terdapat di alam
dengan struktur senyawa flavonoid dan terpenoid dan memiliki aktivitas
antibakteri dengan kriteria kuat.

Senyawa alkaloid ditandai dengan endapan berwarna merah. Mekanisme
antibakteri dari senyawa alkaloid dengan cara merusak lapisan dinding sel
bakteri agar tidak terbentuk secara utuh. Rusaknya lapisan dinding sel bakteri
dapat terjadi karena senyawa alkaloid berperan dalam mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan. Apabila suatu sel hanya terdiri dari membran sel dan
dinding sel tidak mengandung peptidoglikan maka akan menyebabkan
kerentanan kematian sel (Retnowati et al., 2011).

Struktur dari senyawa alkaloid adalah atom nitrogen dan atom hidrogen
pada gugus amina. Senyawa alkaloid dapat berikatan dengan protein, enzim
dan reseptor bakteri melalui atom nitrogen yang akan menyumbangkan proton
yang berasal dari atom hydrogen. Alkaloid mengganggu penyusunan
peptidoglikan melalui atom nitrogen yang berikatan dengan asam amino
penyusun sel dan DNA bakteri. Hal tersebut akan berpengaruh terhadap
keseimbangan genetik pada rantai DNA karena berubahnya struktur dan
susunan asam amino (Budiarti, 2018).

Produk alam yang berasal dari laut sebagian besar diwakili dengan
kandungan metabolit sekunder golongan alkaloid yang terkandung dalam

spons. Spons mengandung alkaloid kelas manzamine, bromopirol dan senyawa
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4.4

turunan bromotirosin. Genus Agelas pertama kali ditemukan mengandung
alkaloid bromopirol pada tahun 1971 yang dianggap menarik karena memiliki
aktivitas farmakologis seperti sitotoksitas, antimikroba dan aktivitas imuno
supresif (Ebada & Proksch, 2012).

Senyawa terpenoid merupakan senyawa yang terdiri dari karbon dan
nitrogen. Sedangkan steroid merupakan golongan dari senyawa triterpenoid.
Perbedaan dari keduanya dapat dilihat dari warna yang dihasilkan setelah
penambahan pereaksi. Suatu ekstrak dapat dikatakan mengandung senyawa
metabolit sekunder golongan terpenoid apabila menunjukkan warna ungu atau
merah. Sedangkan suatu ekstrak dapat dikategorikan mengandung senyawa
steroid apabila menunjukkan warna biru atau hijau (Syafitri et al., 2014).

Mekanisme kerja antibakteri dari golongan senyawa triterpenoid adalah
dengan larut dalam lemak sehingga memudahkan dalam menembus membrane
sel kemudian mempengaruhi permiabilitasnya sehingga dapat menimbulkan
gangguan terhadap struktur maupun fungsi membrane sel (Prayoga et al.,
2019).  Mekanisme kerja steroid sebagai antibakteri adalah dengan
menghambat pertumbuhan bakteri dengan mengganggu membrane lipid
karena sensitif terhadap komponen steroid sehingga terjadi kebocoran pada
liposom bakteri (Sapara & Waworuntu, 2016).

Sebagai salah satu spons paling umum di daerah tropis dan subtropics spons
genus Agelas saat ini tercandum 36 spesies yang valid dengan metabolit
sekunder yang diisolasi dari spons laut genus Agelas dari penemuan pertama
tahun 1971 sampai November 2021 adalah golongan alkaloid, terpenoid,
glycosphingolipids, sterols, carotenoids dan other types. Golongan terpenoid
yang telah ditemukan dari genus Agelas adalah 9-N-Methyladeninium
terpenoids, terpenoids of hypotaurocyamine dan other terpenoids alkaloid (Jun
Chu et al., 2022).

Hasil Uji Antibakteri Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Hasil pengukuran zona hambat antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis
terhadap Staphylococcus aureus pada pengamatan 24 jam dapat dilihat pada
Tabel 4.3 :
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Tabel 4. 3 Hasil Uji Antibakteri Pengamatan 24 jam

Konsentrasi Rata-rata + SD (mm) Kriteria hambatan
K (+) chloramphenicol 11,03 £ 0,47 Kuat
K (-) methanol 0,00 £ 0,00 Tidak ada
netral (aquades) 0,00 + 0,00 Tidak ada
0,5 mg/ml 0,07 £ 0,05 Lemah
1 mg/ml 1,10£0,10 Lemah
1,5 mg/ml 2,05+ 0,05 Lemah

Keterangan : diameter zona hambat tidak termasuk kertas cakram

Adapun hasil pengukuran zona hambat antibakteri ekstrak spons Agelas
cervicronis terhadap Staphylococcus aureus pada pengamatan 48 jam dapat
dilihat pada tabel 4.4 :

Tabel 4. 4 Hasil Uji Antibakteri Pengamatan 48 jam

Konsentrasi Rata-rata + SD (mm) Kriteria hambatan
K(+) chloramphenicol 11,75 + 0,47 Kuat
K(-) methanol 0,00 £ 0,00 Tidak ada
netral (aquades) 0,00 £ 0,00 Tidak ada
0,5 mg/ml 0,13 +0,05 Lemah
1 mg/mi 1,32+£0,10 Lemah
1,5 mg/ml 2,22+0,10 Lemah

Keterangan : diameter zona hambat tidak termasuk kertas cakram

Uji antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dilakukan menggunakan metode difusi agar dengan
kertas cakram berukuran 6mm. Metode ini dipilih dengan tujuan
memperhatikan kesederhanaan teknik, ketelitian dan sering digunakan dalam
uji kepekaan antibiotik pada pengendalian mutu (Ritan et al., 2021). Uji daya
hambat ekstrak spons Agelas cervicornis terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus menggunakan 3 konsentrasi uji yaitu 0,5 mg/ml, 1
mg/ml dan 1,5 mg/ml. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah
bakteri gram positif yakni biakan bakteri Staphylococcus aureus yang
didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Lampung adapun
pengukuran zona hambat yang terbentuk saat uji potensi antibakteri diukur
menggunakan jangka sorong dengan ketelitian mm (milimeter).

Selain ekstrak spons Agelas cervicornis larutan yang diujikan berupa
kontrol positif (+) dan kontrol negatif (-). Kontrol positif menggunakan
chloramphenicol dikarenakan merupakan antibiotik dengan spektrum kerja

luas dan memiliki mekanisme kerja yang dapat menghambat sintesis dinding
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sel bakteri (Sinurat et al., 2019). Sedangkan kontrol negatif menggunakan
pelarut yaitu metanol. Kontrol negatif berfungsi untuk melihat media tersebut
telah steril dan aktivitas zona hambat tidak dipengaruhi oleh pelarut (Opaet al.,
2018).

Pada tabel 4.3 dapat diketahui perbedaan rata-rata diameter zona hambat
yang terbentuk dari hasil uji potensi ekstrak spons Agelas cervicornis terhadap
Staphylococcus aureus. Pada pengamatan 24 jam ekstrak dengan konsentrasi
0,5 mg/ml menunjukkan rata-rata diameter zona hambat sebesar 0,07 mm. Pada
konsentrasi 1 mg/ml dihasilkan zona hambat sebesar 1,10 mm. Pada
konsentrasi 1,5 mg/ml memiliki zona hambat sebesar 2,05 mm. Sedangkan
pada perlakuan kontrol (+) chloramphenicol menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri dengan rata-rata diameter zona hambat terbesar yaitu 11,03 mm.
Pada perlakuan kontrol (-) pelarut metanol dan kontrol netral tidak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dengan rata-rata diameter zona
hambat 0,00 mm.

Berdasarkan data yang didapatkan sesuai tercantum pada tabel 4.4 dapat
disimpulkan ekstrak spons Agelas cervicornis bereaksi terhadap bakteri
Staphylococcus aureus pada pengamatan 48 jam yang ditandai dengan
terbentuknya zona hambat yang lebih luas dan bervariasi pada konsentrasi yang
berbeda. Hasil pengujian menunjukkan rata-rata diameter zona hambat untuk
konsentrasi 0,5 mg/ml sebesar 0,13 mm. Pada konsentrasi 1 mg/ml memiliki
zona hambat sebesar 1,32 mm. Pada konsentrasi 1,5 mg/ml menunjukkan
adanya zona hambat sebesar 2,22 mm. Zona hambat terbesar ditunjukkan pada
perlakuan kontrol (+) menggunakan chloramphenicol sebesar 11,75 mm.
Sedangkan pada kontrol (-) menggunakan pelarut metanol dan kontrol netral
menggunakan aquades tidak menunjukkan adanya zona hambat.

Hasil uji antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis dari ketiga
konsentrasi berbeda dapat dikategorikan memiliki kandungan senyawa
antibakteri dengan daya hambat lemah. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh
berbagai faktor diantaranya adalah pemilihan konsentrasi uji untuk ekstrak
yang digunakan. Konsentrasi ekstrak yang tinggi lebih mempengaruhi daya

hambat zat antibakteri karena senyawa aktif atau metabolit sekunder
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didalamnya akan berperan lebih besar dibandingkan dengan kadar konsentrasi
yang rendah (Jawa, 2016). Selain itu konsentrasi ekstrak juga berpengaruh
terhadap kecepatan kematian bakteri. Apabila ekstrak diberikan dengan
konsentrasi tinggi dan mengandung senyawa metabolit sekunder maka akan
menghambat dinding sel, membrane sel, sistesis protein maupun sintesis asam
nukleat yang menyebabkan kematian bakteri lebih cepat (Karmila, 2016).

Pada perlakuan kontrol positif terlihat adanya zona hambat yang lebih luas
dibanding dengan ekstrak spons Agelas cervicornis yang digunakan dalam
pengujian. Pemilihan chloramphenicol sebagai kontrol positif karena dalam
aktifitasnya dapat menghambat sintesis protein yang berlangsung di ribosom
(Dian et al., 2015). Sehingga dalam pengujian terbukti dengan nilai diameter
zona hambat yang lebih besar dan menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus.

Berdasarkan mekanisme kerja antibakteri dibedakan menjadi bakteriostatik
dan bakterisidal. Penggolongan sifat antibakteri tersebut dilihat dari
pengamatan 24 jam dan 48 jam. Sampel dapat dikategorikan bakteriostatik
apabila menghambat metabolisme sel mikroba dengan ikatan sementara karena
ketika konsentrasi maupun stabilitas menurun, bakteri dapat tumbuh kembali.
Sebaliknya sampel dapat dikategorikan baterisidal apabila dapat mencegah
pertumbuhan bahkan menyebabkan kematian sel mikroba (Trisia et al., 2018).

Hasil penelitian berdasarkan pengamatan zona hambat 24 jam dan 48 jam
menunjukkan bahwa ekstrak spons Agelas cervicornis yang diekstraksi
menggunakan pelarut metanol dengan konsentrasi 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5

mg/ml dan kontrol positif berupa kloramfenicol memiliki aktivitas bakterisidal.

Hasil Uji Statistika Efektifitas Konsentrasi Ekstrak Spons Agelas cervicornis

Data zona hambat yang diperoleh selanjutnya dilakukan uji statistik
menggunakan SPSS 16. Uji statistik terdiri dari uji normalitas dan uji
homogenitas dengan dasar pengambilan keputusan :

4.5.1 Uji Normalitas
Hasil uji normalitas Kolmogorov-Smirnov dari data zona hambat
potensi antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis diketahui
berdistribusi normal. Hal tersebut dibuktikan dengan nilai signifikasi
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sebesar 0,150 yang menunjukkan jika nilai tersebut > 0,05 maka
tergolong distribusi normal. Kemudian setelah dilakukan uji normalitas,
dilanjutkan dengan uji homogenitas levene test dan diperoleh nilai
signifikansi ekstrak Agelas cervicornis sebesar 0,935 yang

menunjukkan bahwa varian data homogen.

4.5.2 Uji One Way Anova

Uji One Way Anova dapat dilakukan ketika hasil uji normalitas
adalah berdistribusi normal dan hasil uji homogenitas adalah varian
data homogen. Berdasarkan hasil Uji Anova diketahui nilai signifikansi
sebesar 0,941 yang menunjukkan nilai tersebut > 0,05 sehingga dapat
disimpulkan bahwa HO diterima dan tidak terdapat perbedaan rata-rata
zona hambat ekstrak spons Agelas cervicornis dengan menggunakan
konsentrasi yang berbeda. Maka perbedaan rata-rata zona hambat
secara deskriptif tidaklah signifikan. Hal tersebut dikarenakan jarak
antara pemilihan konsentrasi satu dengan lainnya relatif dekat sehingga

hasil pengujian anova menunjukkan nilai > 0,05

4.6 Hasil Karakterisasi Bakteri Asosiasi Spons Agelas cervicornis

Bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis setelah di tumbuhkan pada media
Zobell Marine Agar 2216 selanjutnya diamati secara makroskopis dan

mikroskopis guna memisahkan masing-masing isolat.

4.6.1 Karakterisasi Makroskopis

Hasil isolasi diperoleh 8 isolat pada Agelas cervicornis. Jenis isolat
dibedakan berdasarkan morfologi, ukuran maupun bentuk koloni.
Tahapan pembedaan jenis koloni ini dilakukan secara makroskopis.
Delapan isolate bakteri diberi kode AA, AB, AC, AD, AE, AF, AG dan
AH. Perbedaan tersebut memungkinkan adanya perbedaan aktivitas
masing masing isolat yang digunakan untuk pengujian selanjutnya.
Hasil identifikasi isolat bakteri simbion Agelas cervicornis dapat
diamati pada Tabel 4.5 :
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Tabel 4. 5 Karakterisasi Makroskopis Bakteri Simbion Spons Agelas cervicornis

Jenis Spons Isolat Warna Bentul_< Elevasi Tep|-
Koloni koloni

AA Coklat Bulat Timbul  Berserabut
AB  Kuning Bulat Timbul Halus

AC  Kuning Lonjong Datar  Berombak
AD  Kuning  Berserabut  Timbul Bergigi
AE  Kuning Lonjong Datar Bergigi
AF Coklat  Tidak teratur ~ Datar  Berserabut
AG  Kuning Tidak teratur ~ Datar  Berombak
AH Coklat  Tidak teratur  Datar  Berombak

Agelas cervicornis

Kemudian setelah berhasil dilakukan identifikasi morfologi bakteri
simbion yang terdapat pada spons Agelas cervicornis dilakukan
pemurnian isolat dengan cara purifikasi setiap isolat dengan morfologi
yang berbeda. Purifikasi dilakukan dengan menggoreskan 1 jarum ose
dari hasil isolasi pada cawan petri yang berisi media Zobell Marine
Agar 2216 dengan bentuk zig-zag. Kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 2x24 jam.

Adapun hasil purifikasi bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis
pada media Zobell Marine Agar 2216 cawan petri dapat dilihat pada
Gambar 4.6 :

Gambar 4. 7 Bakteri Asosiasi Spons Agelas cervicornis
(a) bakteri isolat AA (b) bakteri isolat AB (c) bakteri isolat AC
(d) bakteri isolat AD (e) bakteri isolat AE (f) bakteri isolat AF
(9) bakteri isolat AG (h) bakteri isolat AH
(Sumber : Dokumentasi Pribadi)
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4.6.2

Apabila proses pemurnian bakteri dikira terlalu memakan banyak
media atau tempat, maka terdapat alternatif lain untuk melakukan
pemurnian bakteri di media miring atau media cawan petri.

Bakteri yang berasosiasi dengan spons menurut Setyati et al., (2016)
dapat menghasilkan enzim hidrolitik ekstraseluler yang baik
dikarenakan permukaan maupun ruang internal spons memiliki nutrisi
berlebih. Hal lain yang menjadi keistimewaan bakteri asosiasi spons
adalah mampu menghasilkan metabolit sekunder bagi inangnya sebagai
suatu pertahanan kimia apabila terdapat predator di sekitarnya.

Keanekaragaman jumlah isolat bakteri simbion suatu jenis spons
memungkinkan adanya perbedaan yang disebabkan oleh cara isolasi
maupun media tumbuh yang digunakan. Menurut O’Halloran et al.,
(2011) diperoleh 73 isolat bakteri simbion pada spons Polymostia
boletiformis., Axinella dissimilis dan Haliclona simulans. Sedangkan
menurut (Murniasih & Rasyid, 2010) dilaporkan memperoleh 75 isolat
bakteri simbion spons Theonella sp., Aaptos sp., Melophlus
sarasssinorum., Callyspongia sp., Ircinia sp., Stylissa flabeliformes,
Lisoclinum sp., dan Clarithria sp. Dilaporkan keduanya menggunakan
media Zobell Marine Agar untuk menumbuhkan isolat bakteri. Menurut
Taylor et al., (2007) bakteri yang berasosiasi dengan spons dapat terjadi
melalui dua proses yaitu filter feeder yang masuk ke dalam spons

ataupun melalui tahapan reproduksi spons.

Karakterisasi Mikroskopis

Selain pengamatan morfologi secara makroskopis, dilakukan
pengamatan mikroskopis dengan pewarnaan gram. Pada tahap
pewarnaan gram seluruh kode bakteri diamati berdasarkan struktur
dinding selnya. Pengamatan ini dilakukan dengan bantuan mikroskop
perbesaran 100x. Adapun hasil pengamatan karakter mikroskopis
mengenai bentuk dan reaksi gram dari bakteri asosiasi spons Agelas

cervicornis dapat diamati pada Tabel 4.6 :
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Tabel 4. 6 Karakterisasi Mikroskopis Bakteri Asosiasi Spons Agelas cervicornis

Jenis spons Isolat Bentuk Gram
Agelas cervicornis AA Batang Negatif
AB Batang Negatif
AC Batang Negatif
AD Batang Negatif
AE Batang Negatif
AF Batang Positif
AG Batang Negatif
AH Batang Positif

Pewarnaan gram terbagi menjadi dua tipe yaitu gram positif dan
gram negatif. Perbedaan keduanya dapat terlihat jelas dari segi warna
yang dihasilkan. Pada bakteri gram positif nampak berwarna ungu
dikarenakan bakteri gram positif mampu mempertahankan zat warna
gentian violet. Hal tersebut diakibatkan bakteri gram positif sebagian
besar tersusun oleh peptidoglikan. Sedangkan bakteri gram negatif akan
menunjukkan warna merah. Sebagian besar kandungan bakteri gram
negative adalah lapisan lipid, sehingga apabila dibilas dengan alkohol
lipid akan rusak dan mengakibatkan kurangnya mempertahankan zat
warna utama atau gentian violet (Ginting et al., 2019).

Sifat asam dan basa pada pewarnaan gram meliputi gentian violet,
iodin, etanol 96% dan safranin. Gentian violet bertujuan sebagai
pewarna utama permukaan sel. lodin berfungsi sebagai zat warna basa
yang bertujuan memperkuat pengikatan warna oleh bakteri. Etanol 96%
berfungsi sebagai zat warna asam yang dapat mengakibatkan pori pori
dinding sel mempunyai banyak lipid. Sedangkan safranin memiliki
fungsi sebagai pembeda atau kontras terhadap zat warna gentian violet
(Hafsan et al., 2016).

Berdasarkan pengamatan mikroskopis semua isolat bakteri memiliki
bentuk batang. Bakteri gram positif ditunjukkan pada isolat AF dan AH.
Sedangkan bakteri gram negatif ditunjukkan pada isolat AA, AB, AC,
AD, AE dan AG. Pernyataan diatas sesuai dengan pernyataan Ginting
et al., (2019) bahwa sebagian besar bakteri yang hidup di laut berbentuk
batang dan tergolong sebagai bakteri gram negatif. Bakteri yang berasal
dari laut pada umumnya bergerak secara aktif diakibatkan adanya flagel
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yang dimiliki bakteri dengan bentuk batang sebagai alat gerak untuk
mencari kondisi lingkungan yang menguntungkan.

Bakteri lain yang berbentuk bulat tidak memiliki flagel layaknya
bakteri batang sehingga keberadaan bakteri ini akan mudah ditemukan
pada substrat tempat pelekatannya. Bakteri bentuk bulat akan terikat
maupun bergabung dengan sesamanya untuk membentuk permukaan
yang kuat (Wantania et al., 2016).

4.7 Hasil Uji Antagonis Bakteri Asosiasi Spons Agelas cervicornis
Hasil uji antagonis bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus menunjukkan adanya kemampuan
antibakteri yang ditandai dengan munculnya zona hambat di sekitar kertas
cakram. Hasil pengukuran zona hambat uji pengamatan 24 jam dapat dilihat

pada Tabel 4.7
Tabel 4. 7 Hasil Uji Antagonis Pengamatan 24 jam

Kode Isolat Rata-rata £ SD (mm) Kriteria hambatan
AA 0,83 £ 0,55 Lemah
AB 0,00 £ 0,00 Tidak ada
AC 0,55 + 0,52 Lemah
AD 1,35+ 1,10 Lemah
AE 0,87+1,24 Lemah
AF 0,00 £ 0,00 Tidak ada
AG 0,55 + 0,50 Lemah
AH 0,68 + 0,63 Lemah

Keterangan : diameter zona hambat tidak termasuk kertas cakram

Adapun hasil pengamatan 48 jam uji potensi antibakteri ekstrak spons
Agelas cervicornis terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus dapat

dilihat pada Tabel 4.8:
Tabel 4. 8 Hasil Uji Antagonis Pengamatan 48 jam

Kode Isolat Rata-rata £ SD (mm) Kriteria hambatan
AA 503+1,14 Sedang
AB 0,00 + 0,00 Tidak ada
AC 1,62 + 0,51 Lemah
AD 2,03 +1,09 Lemah
AE 1,85+ 1,08 Lemah
AF 0,00 + 0,00 Tidak ada
AG 1,77+ 1,15 Lemah
AH 1,93+1,14 Lemah

Keterangan : diameter zona hambat tidak termasuk kertas cakram
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Delapan isolat yang diperoleh dari proses isolasi dan pemurnian bakteri
simbion spons Agelas cervicornis dilakukan pengian antagonis terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus. Pengujian dilakukan untuk
menganalisis kemampuan isolat bakteri simbion dalam aktivitas antibakteri
atau penghasil substansi antibakteri. Pengujian menggunakan metode difusi
cakram dengan kertas cakram yang digunakan memiliki ukuran 6mm.

Masing-masing isolat bakteri yang berhasil dipurifikasi selanjutnya
diinokulasikan kedalam air laut sebanyak 5ml pada tabung reaksi untuk
disamakan standar kekeruhannya dengan larutan mc farland 0,5. Isolat bakteri
kemudian diinkubasi selama 1x24 jam dengan suhu ruang. selanjutnya isolat
bakteri simbion diteteskan pada kertas cakram sebanyak 20uL lalu diletakkan
pada cawan petri berisi media Zobell Marine Agar 2216 yang telah
diinokulasikan bakteri patogen Staphylococcus aureus. Pengamatan zona
hambat dilakukan 24 jam dan 48 jam.

Berdasarkan hasil pengamatan 24 jam diketahui dari delapan isolat terdapat
dua isolat yang tidak menunjukkan aktivitas antibakteri. Isolat tersebut adalah
kode AB dan AF. Sedangkan enam isolat lainnya menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri dengan ditandai terbentuknya zona hambat disekitar kertas
cakram. Pada kode isolat AA dapat diketahui memiliki rata-rata diameter zona
hambat sebesar 0,83 mm. Kemudian untuk kode isolat AC sebesar 0,55 mm.
sedangkan kode isolat AD merupakan isolat dengan zona hambat yang paling
luas dibanding isolat lain yaitu sebesar 1,35 mm. Kade isolat AE dapat
membentuk rata-rata diameter zona hambat sebesar 0,87 mm. Kode isolat AG
sebesar 0,55 mm dan kode isolat AH dengan rata-rata diameter sebesar 0,68
mm.

Hasil uji potensi antibakteri simbion spons Agelas cervicornis terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus pada pengamatan 24 jam seluruh isolat
yang menunjukkan aktivitas antibakteri dengan rata-rata diameter zona hambat
yang bervariasi. Perbedaan zona hambat yang terbentuk dari keenam isolat
dapat disebabkan oleh perbedaan jenis dan kemampuan menghasilkan senyawa

antibakteri dari masing-masing isolate (Kusumawati et al., 2014). Kode isolat
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tersebut adalah AA, AC, AD, AE, AG dan AH dikategorikan memiliki
kandungan senyawa metabolit sekunder dengan daya hambat yang lemah.

Berdasarkan hasil pengukuran diameter zona hambat pada pengamatan 48
jam terlihat kode isolat AB dan AF tetap tidak menunjukkan aktivitas
antibakteri. Sedangkan kode isolat lain menunjukkan aktivitas antibakteri
dengan bertambahnya luas diameter zona hambat dibandingkan pada
pengamatan 24 jam. Kode isolat AA terlihat dengan rata-rata diameter zona
hambat sebesar 5,03 mm. Selanjutnya untuk kode isolat AC sebesar 1,62 mm.
Kode isolat AD dengan rata-rata diameter sebesar 2,03 mm. Kode isolat AE
memiliki rata-rata diameter zona hambat sebesar 1,85 mm. Sedangkan kode
isolat AG dapat membentuk rata-rata diameter sebesar 1,77 mm dan kode isolat
AH sebesar 1,93 mm.

Pada pengujian ini dari keenam isolat yang menunjukkan adanya zona
hambat disekitar kertas cakram, hanya terdapat satu isolat yang tergolong
memiliki senyawa metabolit sekunder dengan kriteria daya hambat sedang
yaitu dimiliki oleh kode isolat AA. Sedangkan lima isolat lain tergolong dalam
kategori daya hambat lemah. Setiap bakteri memiliki fase pertumbuhan yang
berbeda-beda sehingga mengakibatkan perbedaan diameter zona hambat dari
masing-masing isolat. Menurut Pambudi et al., (2021) fase stasioner menuju
kematian bagi bakteri merupakan waktu yang tepat untuk memproduksi
metabolit sekunder sehingga proses penghambatan bakteri uji akan berjalan
secara maksimal. Berdasarkan penelitiannya, metabolit sekunder pada jam ke
38 sedang diproduksi secara besar besaran dibanding pada jam lainnya.

Data pengamatan zona hambat 24 jam dan 48 jam pada uji potensi
antibakteri simbion spons Agelas cervicornis terhadap Staphylococcus aureus
dilanjutkan dengan pengkategorian sifat antibakteri. Berdasarkan hasil
pengamatan simbion spons Agelas cervicornis dengan kode AA, AC, AD, AE,
AG dan AH tergolong bersifat bakteriosidal karena dapat mencegah
pertumbuhan dan menyebabkan kematian sel mikroba. Sedangkan kode AB
dan AF tidak memiliki sifat antibakteri.
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BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian uji antibakteri ekstrak spons Agelas cervicornis dan
bakteri asosiasinya dari Perairan Wisata Kampung Kerapu Kabupaten
Situbondo terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus dapat disimpulkan :

1. Ekstrak spons Agelas cervicornis dari Perairan Wisata Kampung
Kerapu memiliki potensi antibakteri terhadap bakteri patogen
Staphylococcus aureus ditandai dengan munculnya zona hambat di
sekitar kertas cakram. Konsentrasi 0,5 mg/ml ; 1 mg/ml dan 1,5 mg/ml
menunjukkan aktivitas antibakteri dengan kategori daya hambat lemah.

2. Kandungan senyawa metabolit sekunder ekstrak spons Agelas
cervicornis dari Perairan Wisata Kampung Kerapu adalah golongan
flavonoid, alkaloid dan terpenoid.

3. Uji Antagonis bakteri asosiasi spons Agelas cervicornis dari Perairan
Wisata Kampung Kerapu berpotensi sebagai antibakteri terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus yang ditandai dengan enam
isolat menunjukkan adanya aktivitas antibakteri meskipun dua lainnya

tidak menunjukkan aktivitas antibakteri.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ‘ penulis berharap
penelitian selanjutnya dapat mengembangkan penelitian mengenai uji ektrak
spons Agelas cervicornis dan bakteri asosiasinya terhadap bakteri patogen lain,
melakukan uji fitokimia secara kuantitatif, uji kadar terendah ekstrak spons
Agelas cervicornis dan bakteri asosiasinya yang dapat menghambat dan
membunuh pertumbuhan bakteri patogen serta uji anova dengan menggunakan
jarak antara konsentrasi satu dengan yang lain cukup jauh agar mendapatkan

hasil adanya perubahan zona hambat yang signifikan.
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