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ABSTRAK

EKSPLORASI AKTIVITAS ANTIBAKTERI SPONS Ptilocaulis
TERHADAP BAKTERI PATOGEN DARI PERAIRAN
PULAU PAHAWANG, KECAMATAN PUNDUH PIDADA,
KABUPATEN PESAWARAN, LAMPUNG

OLEH

SISKA HIDAYAH

Meningkatnya kasus infeksi bakteri patogen dan resistensi antibiotik mendorong
pencarian sumber antibakteri baru dari bahan alam laut. Spons laut diketahui
menghasilkan metabolit sekunder yang berpotensi sebagai agen antibakteri.
Penelitian bertujuan guna mengeksplorasi aktivitas antibakteri spons Ptilocaulis
dari perairan Pulau Pahawang, Kabupaten Pesawaran, Lampung terhadap bakteri
patogen Escherichia coli. Metode penelitian meliputi ekstraksi dengan teknik
maserasi menggunakan tiga pelarut berbeda (metanol, etil asetat, dan n-heksana),
uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram, serta analisis senyawa
menggunakan Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pelarut etil asetat menghasilkan rendemen
tertinggi, yaitu 9,68% dan 8,37%, dibandingkan metanol (6,74% dan 5,11%) serta
n-heksana (2,05% dan 1,06%). Uji aktivitas antibakteri menunjukkan ekstrak etil
asetat memiliki daya hambat paling kuat terhadap E. coli dengan diameter zona
hambat 19,5 mm dan 16,3 mm, diikuti metanol (10,2 mm dan 9,1 mm) dan n-
heksana (0 mm dan 0 mm). Kontrol positif kloramfenikol menunjukkan zona
hambat 26,2 mm dan 24,1 mm, sedangkan kontrol negatif tidak menunjukkan
hambatan. Analisis GC-MS terhadap fraksi spons Ptilocaulis menunjukkan hasil
berupa 30 puncak senyawa yang didominasi oleh golongan hidrokarbon, ester,
alkohol, terpenoid, serta steroid.

Kata kunci: Antibakteri, Escherichia coli, GC-MS, Metabolis Sekunder,
Ptilocaulis



ABSTRACT

EXPLORATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF SPONGE
Ptilocaulis AGAINST PATHOGENIC BACTERIA FROM THE WATERS
OF PAHAWANG ISLAND, PUNDUH PIDADA DISTRICT,
PESAWARAN REGENCY, LAMPUNG

By

SISKA HIDAYAH

The rising incidence of pathogenic bacterial infections and antibiotic resistance
has spurred the search for new sources of antibacterial agents from marine natural
products. Marine sponges are known to produce secondary metabolites with
potential as antibacterial agents. This study aimed to investigate the antibacterial
activity of the sponge Ptilocaulis from the waters around Pahawang Island,
Pesawaran Regency, Lampung, against the pathogenic bacterium Escherichia
coli. The research methods included extraction via maceration using three
different solvents (methanol, ethyl acetate, and n-hexane), antibacterial activity
testing using the disk diffusion method, and compound analysis using Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The results showed that ethyl
acetate yielded the highest extraction yields, namely 9,68% and 8,37%, compared
to methanol (6,74% and 5,11%) and n-hexane (2,05% and 1,06%). The
antibacterial activity test showed that the ethyl acetate extract had the strongest
inhibitory effect against E. coli with inhibition zone diameters of 19,5 mm and
16,3 mm, followed by methanol (10,2 mm and 9,1 mm) and n-hexane (0 mm and
0 mm). The chloramphenicol positive control showed inhibition zones of 26,2 mm
and 24,1 mm, while the negative control showed no inhibition. GC-MS analysis
of the Ptilocaulis sponge fraction revealed 30 compound peaks dominated by
hydrocarbons, esters, alcohols, terpenoids, and steroids.

Keywords: Antibacterial Activity, Escherichia coli, GC-MS, Ptilocaulis,
Secondary Metabolites
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Laut memiliki fungsi sebagai sumber bahan makanan dari berbagai biota laut yang
hidup di dalamnya, serta sebagai sumber obat dan kosmetik (Pasodung et al.,
2018). Carrol et al., (2020) menuliskan bahwa telah ditemukan jenis senyawa baru
sebanyak 550-700 jenis senyawa avertebrata laut dari perairan Indonesia yang
diambil sejak tahun 2012-2017. Perairan Pulau Pahawang merupakan salah satu
Pulau di Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung yang terkenal dengan
pemandangan laut yang indah dan kaya akan komunitas spons. Spons yang berada
di wilayah Teluk Lampung memiliki karakteristik air yang tenang dan kedalaman
dangkal hingga sedang. Substrat dasar yang terdiri dari terumbu karang hidup dan
mati, pasir berlumpur, dan pecahan karang (rubble). Komunitas spons di Pulau
Pahawang memiliki morfologi yang sangat beragam. Beberapa jenis spons
berbentuk tabung, masif, bercabang, atau lembaran dan memiliki warna yang
mencolok seperti kuning, orange, merah, ungu, atau cokelat. Warna-warna yang

ada pada spons berfungsi sebagai simbol identitas dan kesehatan ekosistem.

Spons merupakan salah satu avertebrata dari Filum Porifera yang menghasilkan
senyawa aktif dengan berbagai variasi struktur dan memiliki fungsi biologi
sebagai antimikroba (Liang et al., 2023). Spons merupakan salah satu bahan
bioaktif dari laut yang memiliki berbagai aktivitas seperti antimikroba, antijamur,
antivirus, antikanker, dan antibakteri (Nurama et al., 2023), Metabolit sekunder
melakukan berbagai fungsi untuk melindungi diri dan menyesuaikan diri dengan
kondisi ekstrim seperti persaingan ruang, melindungi diri dari predator,
menghalangi organisme yang menempel, dan melindungi diri dari organisme lain

(Tan, 2023). Kandungan metabolit sekunder yang ada pada spons diketahui



mampu untuk menangkal dan menghambat bakteri patogen (Fajarina, 2018).
Salah satu spons yang memiliki senyawa bioaktif adalah spons dari kelas
Demospongiae, yaitu Ptilocaulis sebagaimana yang telah dijelaskan oleh
Widyaningsih & Sa'adah (2018), senyawa yang dimiliki spons dapat disintesis
oleh metabolit sekunder, sehingga memungkinkan ekstrak dan bakteri simbion
pada Ptilocaulis berfungsi sebagai agen antibakteri. Hal tersebut menunjukkan
bahwa bakteri yang bersimbiosis dengan Ptilocaulis dapat digunakan sebagai
sumber antibakteri baru. Wibowo et al., (2020) menuliskan bahwa Ptilocaulis
memiliki bakteri simbion Bacillus yang memiliki sifat antibakteri terhadap

Escherechia coli dan Staphylococcus aureus (Wibowo et al, 2020),

Maisaroh et al., (2023) menyatakan bahwa ekstrak Ptilocaulis memiliki aktivitas
antibakteri terhadap E. coli. Penelitian sebelumnya dilakukan menggunakan
pelarut etanol terhadap bakteri patogen E. coli pada spons Ptilocaulis, sedangkan
pada penelitian kali ini pelarut yang digunakan yaitu metanol, etil asetat dan n-
hexana. E. coli merupakan bakteri gram negatif yang memiliki ciri berbentuk
batang. Umumnya bakteri E. coli ditemukan di usus besar manusia, dan
merupakan bakteri alami pencernaan (Maisaroh et al., 2023). E. coli memiliki sifat
patogen pada lingkungan terbuka di luar usus. Pengaruh paparan yang
ditimbulkan saat terpapar adalah terjadinya infeksi saluran kemih, saluran
empedu, dan diare. Oleh karena itu, agen baru antibakteri dari spons menjadi topik
penelitian yang menarik untuk dilakukan. Penelitian bertujuan guna mengetahui
aktivitas antibakteri spons Ptilocaulis yang diambil dari Perairan Pulau Pahawang

terhadap bakteri patogen E. coli.

1.2 Tujuan
Tujuan dari penelitian sebagai berikut:

1. Membandingkan rendemen ekstrak bioaktif dari tiga pelarut berbeda

2. Membandingkan aktivitas antibakteri dari ekstrak spons dari tiga pelarut
Berbeda

3. Menganalisis profil senyawa bioaktif ekstrak spons sebagai antibakteri terhadap
bakteri E. coli



1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan dapat membantu dalam pengembangan alternatif antibakteri
alami untuk sumber daya hayati laut. Uji potensi antibakteri spons Ptilocaulis
terhadap bakteri patogen yang ditemukan dalam air di Pulau Pahawang, Lampung.
Penelitian diharapkan dapat meningkatkan pengetahuan tentang prospek
bioteknologi kelautan, terutama dalam bidang farmasi dan kesehatan. Penelitian
juga diharapkan menjadi dasar untuk penelitian lebih lanjut tentang senyawa
bioaktif yang terkandung dalam spons. Senyawa bioaktif tersebut dapat digunakan
sebagai bahan dasar untuk obat antibakteri baru. Selain itu, penelitian yang
dilakukan dapat mendukung upaya untuk mempertahankan dan memanfaatkan
ekosistem laut secara berkelanjutan.

1.4 Kerangka Pikir

Potensi sumber daya hayati laut Indonesia yang menghasilkan bahan alam laut
(marine natural product), salah satunya adalah spons. Spons Ptilocaulis diketahui
menghasilkan metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri terhadap
bakteri patogen E. coli. Bakteri E. coli merupakan penyebab infeksi yang
umumnya diobati menggunakan antibiotik seperti kloramfenikol, namun
penggunaannya dapat menimbulkan resistensi bakteri patogen serta risiko bagi
manusia dan organisme lain. Oleh karena itu, spons Ptilocaulis dimanfaatkan
sebagai sumber bahan alam untuk memperoleh ekstrak dan senyawa murni yang
kemudian dianalisis untuk mengetahui struktur senyawa baru maupun senyawa
yang telah dikenal, sehingga diharapkan dapat ditemukan senyawa antibakteri
yang efektif terhadap E. coli. Kerangka pikir penelitian dideskripsikan dalam

bentuk diagram yang tersajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kerangka pikir




II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Gambaran Umum Spons

Spons adalah avertebrata laut yang berasal dari filum Porifera dan merupakan
biota laut multiseluler dengan fungsi jaringan dan organ yang sangat sederhana
(Adewal et al., 2025). Spons terbagi menjadi 4 kelas yaitu Calcarea,
Hexactinellida, Demospongiae, dan Homoscleromorpha (Gambar 2). Spons yang
berada pada lingkungan terbuka, berombak besar, dangkal, terkena sinar matahari,
dan cenderung pendek pertumbuhannya, merambat, dan memiliki kisaran warna
yang gelap hingga terang, seperti hitam, coklat, abu, ungu, biru, hijau, orane, dan
kuning (Sukri et al., 2024). Sementara di lingkungan yang terlindung atau di
perairan yang lebih dalam dan berarus tenang, spons dari jenis yang sama
cenderung tumbuh tegak dan tinggi, dan memiliki warna pucat dan putih (Utami
etal., 2018).

(a) (b) (c) (d)

Gambar 2. Kelas pada spons (a) Leucosolenia variabilitas kelas Calcarea,
(b) Euplectella aspergillum kelas Hexactinellida, (c) Acarnus
erithacus kelas Demospongiae, dan (d) Oscarella lobularis kelas
Homoscleromorpha
(Sumber Rahmadina, 2021; Price et al., 2025)



Marzuki et al., (2018) menyebutkan bahwa spons memiliki bentuk tubuh
sederhana seperti tabung dengan dinding tipis, masif, bahkan berbentuk kurang
teratur. Berdasarkan bentuk tubuhnya, spons terbagi menjadi 3 tipe saluran
(sistem aliran air) yaitu asconoid, syconoid, dan leuconoid (Gambar 3). Asconoid
adalah bentuk paling primitif dan biasa ditemukan pada spons Calcarea. Dinding
tubuhnya tipis dan membentuk rongga tengah (spongocoel) yang menyerupai vas
bunga (putra et al., 2023). Syconoid memiliki permukaan filter yang lebih luas
dibandingkan asconoid karena lipatan horizontal di dinding tubuh mereka.
Spongocoel masih ada, tetapi lebih kecil, dan air mengalir melalui saluran radial
(Aisyah et al., 2025). Tipe leuconoid adalah yang paling kompleks, dan memiliki
banyak lipatan dan saluran kecil. Spongocoel hampir tidak ada lagi dan digantikan
oleh jaringan saluran dan kamar koanosit yang kompleks, seperti yang ditemukan
pada Demospongiae (Aisyah et al., 2025).

Gambar 3. Tipe saluran air pada Porifera (a) Asconoid, (b) Syconoid,
dan (c) Leuconoid
(sumber: Rahmadina, 2021)



Gambar 4. Morfologi spons Ptilocaulis
(Sumber: Maisaroh et al., 2023)

Demospongiae adalah kelompok spons yang paling umum diantara Filum
porifera, dan setiap anggota kelompok memiliki saluran air tipe leukonoid.
Habitat umum Demospongiae adalah di laut dalam atau dangkal. Ptilocaulis
seperti yang terlihat pada Gambar (4) merupakan salah satu contoh spons dari
kelas Demospongiae.

Klasifikasi ilmiah

Kingdom : Animalia
Phylum : Porifera

Class : Demospongiae
Order : Axinellida
Family : Axinellidae
Genus : Ptilocaulis

Ciri khas morfologi Ptilocaulis adalah saluran spikula berbulu memanjang yang
terhubung oleh 1-2 spikula di beberapa titik dan menyebar di atas kulit dermal
spons. Morfologi tersebut membuat spons bercabang dan berstruktur kompleks,
yang membuatnya mudah diidentifikasi taksonomi. Spikula bercabang
membentang di bagian ujungnya, sementara bagian aksialnya memadat,
menunjukkan karakteristik struktural yang khas dari genus tersebut. Spons yang

dikeringkan atau dicampur dengan alkohol, biasanya berwarna merah jingga.



Kandungan senyawa metabolit, Ptilocaulis diketahui mengandung sejumlah
metabolit sekunder, termasuk alkaloid dan triterpenoid, yang memiliki potensi
aktivitas bioaktif (Maisaroh et al., 2023). Alkaloid merupakan senyawa organik
siklik yang memiliki sifat antibakteri dan antiinflamasi, merusak susunan
peptidoglikan dinding sel bakteri, menyebabkan lisis dan kematian mikroba. Di
sisi lain, triterpenoid melakukan hal yang sama dengan merusak membran plasma
bakteri, meningkatkan permeabilitas dan membocorkan isi sel, yang pada
gilirannya menyebabkan kematian sel mikroba. Spons Ptilocaulis memiliki
kandungan yang dapat menjadi sumber bahan aktif alami yang dapat digunakan.

dalam industri farmasi dan pengobatan.
2.2 Metabolit Sekunder Spons

Spons merupakan invertebrata laut penghasil senyawa bioaktif tinggi yang
digunakan sebagai sistem pertahanan diri. Senyawa bioaktif dibuat melalui proses
metabolit sekunder dan digunakan sebagai obat-obatan. Contoh obat-obatan
termasuk antibakteri, antikanker, antifauling, antimalarial, antivirus, atimikroba,
sitotoksik, antiinflamasi, antitumor, dan antijamur (Ayer et al.,2024). Antibiotik,
pigmen, toksin, efektor kompetisi ekologi dan simbiosis, feromon,

inhibitor enzim, agen immunodulasi, reseptor antagonis dan agonis, antitumor,
promotor pertumbuhan hewan dan tumbuhan masuk ke dalam metabolit sekunder
yang tidak digunakan untuk pertumbuhan. Senyawa metabolit sekunder
melindungi dari serangan predator, media kompetisi, melindungi dari infeksi
bakteri, membantu proses reproduksi, dan melindungi dari sinar ultraviolet
(Mangurana et al., 2019).

Spons laut memiliki metabolit sekunder yang terdiri dari berbagai kumpulan
kimia seperti alkaloid, terpenoid, poliketida, polipeptida, dan sterol. Metabolit
sekunder memiliki fungsi farmakologis, seperti antibakteri, antitumor,
antiinflamasi, dan antifouling, serta berfungsi sebagai alat pertahanan kimia
(antipemangsaan, antifouling, antimikroba), dan sebagai sinyal antar organisme di
habitat bentik (Paul et al., 2019). Studi molekuler dan metabolomik menunjukkan
bahwa mikrobioma asosiasi spons menghasilkan atau mengubah banyak metabolit

(Yuan et al., 2025). Selain itu, spons sering mengaktifkan senyawa pertahanan



yang tersimpan dalam jaringan yang secara cepat mengubah dirinya menjadi
toksin aktif setelah luka atau pemangsaan. Strategi tersebut mengurangi keracunan

dalam tubuh serta memberikan perlindungan lokal terhadap predator dan infeksi.

Profil metabolit sekunder tidak konsisten terdapat komposisi kimiawi berbeda-
beda antar spesies, lokasi, dan faktor lingkungan seperti cahaya, nutrisi, dan
gangguan. Spons memiliki potensi sebagai sumber obat karena keanekaragaman
strukturnya, mekanisme aktivasi, plastisitas lingkungan, dan potensi
penyembuhan. Namun, menghadapi masalah pasokan dan keberlanjutan, seperti
keterbatasan produksi di alam (Helber et al., 2018).

3.3 Bioaktif Spons

Bioaktif merupakan senyawa kimia aktif yang dihasilkan oleh organisme melalui
jalur biosintetik metabolit sekunder (Mangurana et al., 2019). Spons menjadi salah
satu komponen biota penyusun terumbu karang yang penyebarannya cukup luas
(Josua et al., 2021). Persentase bioaktif yang terdapat dalam spons lebih besar
dibandingkan senyawa-senyawa yang dihasilkan oleh tumbuhan darat.
(Pramudhya, 2024) menuliskan bahwa terdapat 15.000 spesies spons yang ada di
seluruh dunia, dan sekitar 45% senyawa bioaktif ada pada spons. Senyawa
tersebut termasuk alkaloid (Gambar 5), terpenoid (Gambar 6), steroid (Gambar 7),
poliketida (Gambar 8), polipeptida (Gambar 9), yang sebagian besar dihasilkan
oleh mikroba simbiotik spons daripada spons itu sendiri (Falcucci et al., 2021).
Perairan Indonesia juga memiliki 850 jenis spons yang dapat menghasilkan

metabolit sekunder yang bersifat bioaktif.

a. Alkaloid

Gambar 5. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok
alkaloid pada spons
(Sumber: Endarini, 2016)
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Alkaloid adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen yang ada di
alam, yang memiliki sifat seperti alkali (Setiawan & Hendri, 2022). Alkaloid
merupakan kelompok senyawa yang mengandung atom nitrogen, biasanya dalam
bentuk heterosiklik, dan umumnya bersifat basa (Najmah et al.,2025). Terdapat 3
jenis alkaloid yaitu cortistatin, aaptamin, dan haliclonamine. Cortistatin adalah
alkaloid steroidal yang berasal dari spons laut, khususnya dari genus Corticium,
dengan struktur inti steroidal dan pentasilik yang langka (Tammam et al., 2025).
Senyawa tersebut memiliki banyak aktivitas farmakologis yang kuat, termasuk
antikanker, antiinflamasi, dan penghambatan proliferasi sel endotel, yang sangat
penting untuk terapi antiangiogenesis pada tumor. Salah satu senyawa utamanya
adalah cortistatin A, yang sangat selektif untuk menghambat pertumbuhan

sel endotel manusia (Setiawan & Hendri, 2022).

Aapptamine adalah 8,9-dimethoxy-1H-benzo[de][1,6]naphthyridine yang
ditemukan dari spons laut genus Aaptos (Tailor et al., 2024). Aaptamine dan
turunannya memiliki kemampuan untuk berfungsi sebagai agen antioksidan,
antibakteri, dan antikanker. Selain itu, Suciati et al., (2025) menuliskan bahwa
aaptamine memiliki kemampuan untuk memodulasi target biologis lain,

seperti efek agonis pada reseptor opioid delta dan kemampuan sebagai inhibitor
kolinesterase (AChE dan BChE), yang menunjukkan kemungkinan
farmakologis untuk efek neurologis/neuroprotektif. Struktur haliclonacyclamine
adalah tetracyclic alkyl-piperidine. Oleh sebab itu, haliclonacyclamine A dan B
telah dipelajari sebagai calon senyawa antituberkulosis, terutama untuk bakteri

dalam kondisi dormansi/laten.

b. Terpenoid & Steroid

CHgj

C CHy
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Gambar 6. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok
terpenoid pada spons laut
(Sumber: Azalia et al., 2023)



Gambar 7. Struktur kimia senyawa bioaktif

kelompok steroid pada spons laut

(Sumber: Helmenstine, 2019)
Terpenoid termasuk dalam kelompok lipid yang banyak ditemukan di sponge
dengan berbagai varisi struktur (Setiawan & Hendri, 2022). Terpenoid
mengandung kelipatan lima karbon unit dan diturunkan secara biosintetik dari
prekursor lima karbon isopentenil difosfat. Terpenoid diklasifikasikan menurut
jumlah kelipatan lima karbon penyusunnya. Monoterpenoid mengandung 10
karbon dan merupakan gablingan dua isopentenil difosfat, seskuiterpenoid
mengandung 15 karbon berasal dari tiga isopentenil difosfat. Diterpenoid
mengandung 20 karbon dan disusun dari empat isopentenil difosfat, dan

seterusnya hingga triterpenoid (C30) dan tetra terpenoid (C40).

Agosterol A termasuk dalam kelas senyawa sterol polihidroksil yang berpotensi
membalikkan resistensi obat multiguna. Cincin steroid pada agosterol biasanya
terdiri dari kelas A, B, C, dan D, yang memiliki gugus hidroksi tambahan,
termasuk substitusi pada atom karbon C22. isomarabarican diperoleh dari spons
Rhabdastrella globostellata. Disideamine, sebuah senyawa dari kelas
Sesquiterpene aminoquinone, diisolasi dari spons laut genus Dysidea yang
memiliki sifat melindungi neuron dan membantu mempromosikan diferensiasi

neuron.

11
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c. Poliketida
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Gambar 8. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok

poliketida pada spons laut
(Risdian et al, 2019)

Poliketida merupakan kelompok metabolit sekunder bioaktif yang terdiri dari
makrolida (Setiawan & Hendri, 2022). Senyawa poliketida yang memiliki sifat
antibiotik bertindak dengan mengikat subunit 50S rRNA selama sintesis protein.
Beberapa senyawa poliketida dapat diperoleh dari spons perairan Indonesia seperti

bitungolide, manadodioxan, dan biakamide.

Bitungolide adalah serangkaian poliketida yang unik yang telah diisolasi dari
spons Theonella cf. Swinhoei. Bitungolide memiliki unsur struktural yang sama
dengan metabolit mikroba pironetin, yang dikenal sebagai obat penargetan
mikrotubulus dan foslactomycin sebagai inhibitor fosfatase. Manadodioxan adalah
senyawa poliketida jenis endoperoksida yang ditemukan dalam spons laut
Plakortis dan Biakamide adalah poliketida laut yang berbeda yang ditemukan
dalam spons laut Petrosaspongia Struktur kimianya cukup kompleks, seperti yang
ditunjukkan oleh data NMR 1D dan 2D. Hal tersebut menunjukkan bahwa
Biakamide memiliki thiazole terminal, bagian chloromethylene, dan moiety

butyryl yang tersubstitusi (Kotoku et al., 2017).

d. Polipeptida
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H H H
N N N
“J“kr \ﬁ)kl/ \.C.)H/ -

R, 0 R 0 R3

Gambar 9. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok
polipeptida pada spons laut
(Sumber: Prasetya, 2022)
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Polipeptida merupakan senyawa bioaktif alami yang ditemukan dalam berbagai

jenis biota laut dan memiliki potensi nutraceutical dan nilai obat yang tinggi, yang

menarik perhatian industri farmasi (Setiawan & Hendri, 2022). Barangamide A

telah diisolasi dari spons Theonella cf. swinhoei. Kendariamide A diisolasi dari

spons laut genus Haliclona dan terdiri dari residu asam amino. Kemampuan

Kendariamide A untuk membalikkan resistensi obat Multidrug Resistance (MDR)

dalam sel tumor ditunjukkan oleh aktivitas biologisnya. Diisolasi dari genus

Stylissa, stylissamide X adalah peptida siklik. Rumus molekulnya adalah
Cs1HesoNsQOo, menurut analisis spektroskopi (ESI-TOF MS, NMR 1D & 13C), dan

analisis asam amino melalui metode Marfey.

Kandungan senyawa terhadap aktivitas bioaktif dapat dilihat penjelasannya pada
Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan pada golongan senyawa terhadap aktivitas bioaktif spons

Aktivitas Bioaktif

No Senyawa Golongan (Anti-) Sumber
Antitumor,

1  Agosterol Terpenoid antimikroba, Mayer et al., 2022
antiinflamasi

2  Isomarabarican Terpenoid Antibakteri, antifungi  Dembitsky, 2023

3 Desideamine Sterp id Antibakteri Xu et al., 2015

Amino
L Alkaloid Antikanker, antivirus,

4 Cortistatin steroidal imunomodulator Tammam et al., 2025
Antibakteri,

5 Aaptamin Alkaloid antimalaria, Anjum et al., 2022
antioksidan

6 Haliclonamine  Alkaloid Antibakteri, antitumor ~ Anjum et al., 2022

7  Bitungolide Poliketida Antlkanker, Dembitsky, 2023
imunomodulator

8  Manadodioxan Poliketida Anybak_terl, Dembitsky, 2023
antifouling

. . Poliketida .

9 Biakamide oeptida Antikanker Tammam et al., 2025

10 Barangamide Polipeptida Sitotoksik, antikanker ~ Xu et al., 2015

11 Kendariamide  Polipeptida A”?'ma'a“a’ Xuetal., 2015
antimikroba

. . . . Antiinflamasi,

12 Stylissamide X  Siklopeptida antibakteri Tammam et al., 2025
Antitumor,

13 Agosterol A Steroid antimikroba, Mayer et al., 2022

antiinflamasi
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Spons merupakan salah satu biota laut yang memiliki senyawa bioaktif dengan
potensi sebagai aktivitas antioksidatif, antibakteri, antijamur, antitumor, dan
antiinflamasi (Trianto et al., 2017). Antioksidan adalah senyawa yang
menghambat atau memperlambat proses oksidasi dan juga menangkal radikal
bebas, yaitu senyawa reaktif yang dapat merusak sel dan menyebabkan penyakit
degeneratif. Radikal bebas bersifat tidak stabil dan dapat muncul dari berbagai
sumber, termasuk debu, asap, polusi, dan pola makan yang tidak seimbang
(Salikode et al., 2024). Antioksidan alami tanpa efek samping dapat melindungi
tubuh dari kerusakan yang disebabkan spesies oksigen reaktif (Chamidah et al.,
2024).

2.4 Penyakit Infeksi

Penyakit infeksi adalah kondisi tidak normal yang disebabkan oleh masuk dan
berkembang biaknya mikroorganisme patogen seperti bakteri, virus, jamur, atau
parasit ke dalam tubuh, yang menyebabkan kerusakan jaringan dan respons imun
(Van Doorn, 2021). Jenis patogen dan kondisi lingkungan merupakan faktor
terjadinya infeksi yang dapat menyebar melalui berbagai jalur, baik langsung
(kontak fisik), maupun tidak langsung (air, makanan, permukaan benda).

Secara epidemiologi, penyakit infeksi masih menjadi masalah besar bagi
kesehatan global. Pada awal abad ke-21, diperkirakan sekitar sepertiga kematian
di dunia disebabkan oleh penyakit infeksi dan parasit (Samreen et al., 2021). Salah
satu bakteri yang menyebabkan infeksi melalui makanan adalah E. coli. Alat
pengolahan dan lingkungan yang tidak steril juga dapat menyebabkan masuknya
bakteri E. coli ke dalam tubuh (Syuraihanah et al., 2024).

Bakteri E. coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang. E. coli juga
disebut sebagai bakteri enterik atau kuman flora normal, yang biasanya ditemukan
di usus besar manusia (Maisroh et al., 2023). E. coli masuk ke dalam Famili
Enterobacteriaceae yang tidak memiliki spora dengan panjang sel antara 2,0 dan
6,0 um dan lebarnya antara 1,1 dan 1,5 um. Bakteri gram negatif E. coli memiliki
sel tunggal, berpasangan, atau dalam rantai pendek, dan biasanya tidak berkapsul.
E. coli biasanya menjadi flora usus yang seringkali menyebabkan infeksi. E. coli

memiliki sifat patogen pada lingkungan terbuka di luar usus. Efek yang
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ditimbulkan saat terpapar dapat menyebabkan infeksi saluran kemih,

saluran empedu, dan diare (Parisa et al., 2019: Yinglian dan Shuang, 2020)

Bakteri E. coli adalah yang paling umum menyebabkan infeksi melalui makanan
(Mayaserli & Anggraini, 2019). Selain E. coli yang bersifat patogen dan dapat
menimbulkan infeksi dan food borne disease adalah E. coli dapat menghasilkan
shiga toxin (Elsie & Harahap, 2016). Pencemaran bakteri E. coli yang melebihi
batas maksimal telah banyak dilaporkan dapat menyebabkan masalah kesehatan
manusia seperti diare, meningitis, dan Hemolitik Uremik Sindrom (HUS). E. coli
bertahan hidup di medium sederhana dengan menghasilkan gas dan asam dari
glukosa dan memfermentasi laktosa. Salah satu bakteri yang digunakan sebagai
indikator adanya kontaminasi feces dan kondisi sanitasi yang tidak baik terhadap
air, makanan, dan minuman adalah bakteri E. coli, yang memiliki pergerakan yang
motil, tidak motil, dan peritrikus. Bakteri tersebut juga dapat bergerak secara
aerobik atau anaerobik (Filemon, 2024). Infeksi bakteri E. coli juga dapat bersifat
fatal dan menyebabkan septikemia, dan keberadaannya juga dapat meningkatkan
keparahan penyakit (Trisno et al., 2019). Setiara et al. (2024) menuliskan bahwa
bakteri E. coli menyebabkan kerusakan atau kebusukan pada produk daging
sehingga makhluk hidup yang terinfeksi akan mengalami sistem pertahanan tubuh
yang lemah, sehingga bakteri dapat hidup serta berkembang biak di dalamnya
sehingga menyebabkan penyakit.

2.5 Antibakteri

Antibakteri adalah obat yang menghentikan pertumbuhan bakteri yang merugikan.
Tujuan pengendalian pertumbuhan mikroorganisme adalah untuk mencegah
penyebaran infeksi dan penyakit, membasmi mikroorganisme pada inang yang
terinfeksi, dan mencegah mikroorganisme membusuk dan merusak bahan

(Utomo et al., 2018). Jampilek (2019) menuliskan bahwa kemampuan suatu
senyawa atau agen untuk menghentikan atau membunuh bakteri disebut aktivitas
antibakteri. Jenis agen dan target bakteri menentukan banyak mekanisme kerja
antibakteri. Ada banyak cara agen antibakteri berfungsi, salah satunya adalah

kerusakan membran sel bakteri yang menyebabkan lisis dan kematian bakteri.
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Penelitian tentang resistensi antibiotik telah berkembang pesat dalam sepuluh

tahun terakhir.

Guna mengatasi resistensi bakteri yang semakin mengkhawatirkan di seluruh
dunia, penelitian tentang aktivitas antibakteri sangat penting untuk dilakukan.
Pengujian yang sistematis seperti metode difusi, dapat digunakan untuk
mengevaluasi potensi suatu senyawa antimikroba untuk menghambat atau
membunuh bakteri patogen (Balouiri et al., 2016). Zona bening di sekitar cakram
atau sumur menunjukkan aktivitas penghambatan bakteri, yang sering digunakan
dalam uji kualitatif (Bovo et al., 2023). Guna mendapatkan hasil uji yang akurat
dan dapat direplikasi, prosedur tersebut biasanya memerlukan kultur bakteri
murni, media pertumbuhan yang tepat, dan kondisi inkubasi yang terkontrol.

Kemampuan suatu senyawa, ekstrak, atau organisme untuk menekan atau
membunuh pertumbuhan bakteri melalui berbagai mekanisme molekuler dan
seluler termasuk gangguan integritas membran sel, yang mengakibatkan
kebocoran komponen seluler, penghambatan sintesis dinding sel, yang
menyebabkan sel tidak dapat mempertahankan bentuk dan tekanan osmotik, dan
penghambatan pembentukan atau disrupsi biofilm, yang menyebabkan bakteri
kehilangan perlindungan komunitasnya (Qadir et al., 2024). Hasil penelitian
terkait aktivitas antibakteri tidak hanya memberikan dasar ilmiah untuk potensi
bioaktif zat, tetapi juga membuka pintu untuk agen antibakteri baru yang lebih
aman dan efektif (Bubonja-Sonije et al., 2020). Oleh karena itu, di masa depan,
pengembangan penelitian antibakteri berkontribusi langsung pada peningkatan

kualitas kesehatan dan ketersediaan terapi alternatif yang berkelanjutan.
2.6 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) berarti Kromatografi Gas-
Spektroskopi Massa (KG-SM). GC-MS adalah metode pemisahan sampel secara
mekanis dengan metode kromatografi gas yang didukung juga dengan MS.
Sensitivitas yang tinggi sehingga metode tersebut dapat memisahkan komponen
komponen sampel yang saling bercampur. Selain itu, metode tersebut dapat
menganalisa berbagai macam senyawa meskipun senyawa tersebut memiliki

kadar atau konsentrasi yang rendah (Candraningrat et al., 2021). Uji Gas-
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Chromatography (GC) menggunakan teknik pemisahan dengan fase gerak uap
atau gas dan fase diam zat padat atau zat cair. Analisis Mass-Spectrometry (MS)
adalah metode yang biasanya digunakan bersamaan dengan kromatografi
(Sanger et al., 2022).

lon-ion molekul, ion-ion pecahan, serta ion-ion radikal hasil fragmentasi yang
terbentuk di dalam Mass-Spectrometer kemudian dipisahkan berdasarkan
perbedaan massa dan muatan (m/z) oleh analisator, misalnya analisator berbasis
medan magnet. Pada jenis mass analyzer, ion mengalami pembelokan dalam
medan magnet yang besarnya berubah sesuai rasio massa-muatan sehingga setiap
ion akan mengikuti lintasan berbeda menurut karakteristik fisiknya (Mondello et
al., 2025). Proses pemisahan oleh GC memastikan bahwa ke dalam MS masuk
komponen-komponen yang relatif murni (satu per satu menurut waktu retensi),
sehingga MS memberikan spektrum massa khas yang memungkinkan identifikasi
struktur dan pencocokan dengan spektra referensi (Piechocka et al., 2020). GC-
MS banyak digunakan dalam berbagai bidang seperti lingkungan, farmasi,
forensik, dan kontrol kualitas karena mampu memisahkan, mendeteksi, dan

mengidentifikasi senyawa dengan sensitivitas dan selektivitas tinggi.

Inovasi terbaru seperti comprehensive two-dimensional GC-MS meningkatkan
kapasitas pemisahan dan sensitivitas, sehingga mampu mengidentifikasi ribuan
senyawa dalam satu analisis, sangat berguna untuk sampel yang sangat kompleks
(Khalifea & Ali, 2025). Selain itu, pengembangan perangkat lunak dan metode
pemrosesan data otomatis semakin memudahkan identifikasi dan kuantifikasi
senyawa dalam data GC-MS yang besar. GC-MS juga terus berkembang dengan
penerapan teknik ionisasi yang lebih lembut, detektor resolusi tinggi, dan metode
multidimensi untuk memperluas jangkauan analisis dan meningkatkan akurasi
(Chiu & Kuo, 2020). Dengan demikian, GC-MS sangat cocok untuk analisis
senyawa organik dalam ekstrak bahan alam, karena memungkinkan identifikasi

dan kuantifikasi komponen meskipun dalam konsentrasi rendah.



[ll. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juli-Oktober 2025. Adapun lokasi
pengambilan sampel (Gambar 10) berada di Pulau Pahawang, Kecamatan Punduh
Pidada, Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung. Uji dan Pengolahan data
dilakukan di Laboratorium Pengolahan & Pengawasan Mutu Hasil Pertanian
Fakultas Pertanian Universitas Lampung, dan Laboratorium Mikrobiologi

Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.
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3.2 Alat dan Bahan

Peralatan alat dan bahan yang digunakan, secara lengkap dijelaskan pada Tabel 2

dan 3.
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Tabel 2. Spesifikasi dan kegunaannya alat-alat penelitian

No. Alat-alat penelitian Spesifikasi Kegunaan
1.  Mobil Kendaraan roda Alat transportasi ke lokasi
empat penelitian.
2.  GPS (Global GPS handheld Mengambil titik koordinat
Positioning System) stasiun pengamatan.
3.  Peralatan SCUBA Masker, regulator,  Membantu proses
(Self Contained tabung udara, penyelaman.
Underwater Breathing BCD, fins
Apparatus)
4.  Tasjaring Bahan nilon tahan ~ Menyimpan koleksi
air sampel spons.
5.  Pisau selam Stainless steel Memotong sampel.
tahan karat
6.  Kamera underwater Kamera tahan air Dokumentasi penelitian.
7. Alat tulis menulis Buku catatan dan Menulis data.
pensil
8.  Cool box Kapasitas +20-30 L Wadah penyimpanan
sampel.
9.  Freezer Suhu + -20°C Menyimpan sisa sampel.
10. Gunting Stainless steel Memotong sampel.
11. Timbangan digital Ketelitian 0,01 g Menimbang berat sampel.
12. Toples kaca Bertutup rapat Wadah maserasi.
13. Botol vial Kaca 5-20 ml Wadah menyimpan
hasil ekstrasi.
14. Spatula Stainless steel Mengaduk
larutan ekstraksi.
15. Gelas ukur 10-1000 ml Mengukur pelarut yang
akan digunakan.
16. Tisu Tisu laboratorium  Membersihkan kegiatan
kotor.
17. Rotary Sistem vakum dan ~ Mendapatkan ekstraksi
vakum evaporator pemanas sampel.
18. Labu evaporator Kaca borosilikat Wadah sampel saat
pemekatan.
19. Corong Plastik Membantu memindahkan
larutan.
20. Pipet tetes Kaca Memindahkan cairan.
21. Vortex Kecepatan variable Menghomogenkan larutan.
22. Cawan petri Diameter £90 mm  Wadah medium tumbuh
media uji.
23. Tabung reaksi Kaca borosilikat Wadah pereaksi larutan.
24. Hotplate with Pengatur suhu dan  Pembuatan media.

magnetic stirrer

pengaduk magnetik
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Tabel 2. Spesifikasi dan kegunaannya alat-alat penelitian (lanjutan)

No. Alat-alat penelitian  Spesifikasi Kegunaan
25. Autoklaf 121°C, 15 psi Sterilisasi basah.
26. Laminary air flow Filter HEPA (High- Sebagai tempat
Efficiency steril untuk mengerjakan
Particulate Air) bahan.
27. Rak tabung Kayu Menyimpan tabung reaksi.
28. Erlenmeyer 100-1000 ml Wadah larutan.
29. Bunsen Pembakar Sterilisasi pijar.
gas/spiritus
30. Mikropipet 10-1000 pl Memindahkan larutan
dalam voleme kecil.
31. Jarum ose Logam steril Mengambil sampel
bakteri.
32. Pinset Stainless steel Meletakan peper disk.
33. Tabung mikro 1,5-2 ml Wadah ekstrak uji.
34. Inkubator Suhu 37°C Tempat menumbuhkan
bakteri uji.
35. Jangka sorong Ketelitian 0,01 mm  Mengukur diameter zona
hambat.
36. Sarung tangan selam  Neoprene Melindungi dari suhu
dingin dan bahaya fisik.
37. Cotton bud Batang kapas Menyebarkan sesuatu

38.

39.

Separatory funnel

Gas Chromatography-

Mass Spectrometry
(GC-MS)

penyebar
250-1000 ml

Instrumen GC-MS
dengan kolom
kapiler dan
detektor massa

secara merata.
Memisahkan ekstraksi
berdasarkan perbedaan
kepolaran pelarut.
Memisahkan,
mengidentifikasi, dan
mengukur senyawa-
senyawa dalam sampel
yang kompleks.

Tabel 3. Spesifikasi dan kegunnaan bahan-bahan Penelitian

No. Bahan-bahan Spesifikasi Kegunaan
penelitian

1.  Spons Ptilocaulis Sebagai sampel hewan uiji.

2.  Kantong sampel Plastik steril Menyimpan sampel spons.
berpenutup

3. Sarung tangan Lateks sekali pakai ~ Sebagai pelindung asptis

lateks tangan.

4.  Masker Masker medis sekali  Sebagai pelindung

pakai terhirupnya bahan kimia
berbahaya.

5.  Metanol Grade teknis Pelarut ektraksi.

6.  Etil asetat Grade teknis Pelarut ekstraksi.

7.  n-hexana Grade teknis Pelarut ekstraksi.
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Tabel 3. Spesifikasi dan kegunnaannya bahan-bahan Penelitian (lanjutan)

No. Bahan penelitian Spesifikasi Kegunaan
8.  Aluminium foil Lembaran Sebagai penutup botol kaca.
aluminium
9.  Kertas label Tahan air Sebagai penanda atau kode
sampel.

10. Plastik pembungkus Plastik cling wrap Membungkus bahan yang
mudah menguap.

11. Kertas saring 1-25 pm Menyaring hasil maserasi.
12. Spiritus Etanol teknis Sebagai bahan bakar
bunsen.
13. Kain kassa Kasa steril Penutup mulut tabung
reaksi.
14. Aquades Air suling steril Sebagai bahan pengenceran
dan kontrol negatif.
15. Kloramfenikol Cakram antibiotik Kontrol positif.
30 pg/disk
16. Kertas cakram 6 mm Sebagai kertas bahan uji.
17. Media TSA Media kultur bakteri  Sebagai medium tumbuh
siap pakai bakteri.
18. Escherichia coli Kultur murni bakteri  Sebagai bakteri uji.
uji
19. Alkohol 70% etanol 70% Sebagai antiseptik.

3.3 Rancangan Penelitian

3.3.1 Pengambilan Sampel

Sampel spons diambil melalui penyelaman menggunakan SCUBA diving dengan
kedalaman 7 m hingga 10 m. Selama proses pengambilan sampel spons dilakukan
secara hati-hati, dengan menggunakan pisau selam untuk memotong sebagian
jaringan spons tanpa merusak substrat. Pengambilan sampel spons dilakukan di
perairan Pulau Pahawang, Kecamatan Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran,
Lampung. Sampel diambil menggunakan pisau kecil dengan cara memotong
bagian dari spons. Spons yang telah diambil kemudian dimasukkan ke dalam

kantung sampel dan dimasukkan ke dalam cool box.
3.3.2 Identifikasi Spons

Spons yang dibawa dalam cool box dari lokasi pengambilan sampel kemudian di
idenfikasi morfologi luar berupa bentuk, ukuran dan warna. Klasifikasi spons
merujuk pada buku Systema Porifera, berdasarkan taksonomi yang tercatat dalam
World Register of Marine Species (WoRMS), yang diperbarui secara
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berkala untuk mencerminkan penelitian filogenetik terbaru (Van Soest et al.,
2018).

3.3.3 Preparasi Sampel

Spons yang masih dalam keadaan segar dalam cool box, kemudian dibersihkan
pada air mengalir untuk menghilangkan substrat yang masih menempel. Sampel
spons yang telah dicuci bersih dipotong-potong dengan ukuran £ 1 cm agar
meningkatkan luas permukaan kontak antar jaringan spons dengan pelarut,

kemudian ditimbang seberat 50 g.

3.3.4 Ekstraksi

Spons yang telah ditimbang kemudian dimaserasi menggunakan tiga jenis pelarut
berbeda metanol, etil asetat dan n-hexana sebanyak 100 ml didalam wadah kaca
selama selama 7 hari. Narulita (2018) menyatakan bahwa jangka waktu tersebut
dianggap relevan karena memungkinkan difusi pelarut ke dalam matriks sel bahan
berlangsung dengan baik, yang memungkinkan senyawa aktif terlarut sepenuhnya
tanpa hancur karena panas. Proses maserasi dilakukan dalam suhu ruang dan
diulangi sebanyak 2 kali. Spons yang telah dimaserasi kemudian disaring
menggunakan kertas saring, dan ditampung ke dalam wadah kaca.

Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk menghasilkan senyawa
bioaktif. Ekstrak yang optimal dari setiap senyawa bioaktif dapat diperoleh
melalui penggunaan pelarut dengan jenis dan konsentrasi yang berbeda karena
karakteristik kimia dan tingkat polaritas masing-masing senyawa bioaktif berbeda
(Alfauzi et al., 2022). Seperti yang dijelaskan oleh Yulianingtyas dan Kusmartono
(2016) maserasi adalah metode untuk menarik atau mengekstraksi senyawa yang
diinginkan dari suatu larutan atau padatan dengan menggunakan teknik
perendaman terhadap bahan yang akan diekstraksi. Badaring (2020) menuliskan
bahwa metode maserasi memiliki banyak kelebihan karena murah, mudah
dilakukan, mudah digunakan, dan tidak memerlukan alat khusus atau pemanasan.
Selain itu, metode tersebut dapat mencegah kerusakan senyawa yang bersifat
termolabil. Metode maserasi dilakukan dengan perendaman sampel dalam pelarut
sesuai dengan waktu yang dibutuhkan. Pelarut dengan polaritas yang mendekati
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polaritas zat terlarut umumnya menunjukkan efektivitas yang lebih tinggi dalam
proses pelarutan.

Maserasi yang sudah terkumpulkan kemudian dievaporasi menggunakan rotary
vakum evaporator yang diatur pada tekanan vakum 80-100 mbar (adjusted) dan
suhu 45 °C untuk menghilangkan pelarut yang digunakan dan menyisakan
komponen yang tidak terlarut (Runtuwene et al., 2021). Hasil maserasi yang telah
dievaporasi kemudian dimasukkan ke dalam botol kaca, dan ditimbang untuk
menentukan persen rendemen dari masing masing pelarut. Hasil evaporasi yang

telah ditimbang kemudian dikurangi dengan berat botol kosong.

3.3.5 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan harus disterilisasi terlebih dahulu. Ada dua
macam sterilisasi yang digunakan, yaitu sterilisasi basah, dan sterilisasi dengan
bahan kimia, yaitu alkohol 70%. Alat-alat seperti cawan petri, tabung reaksi,
dan erlenmeyer disterilisasi basah menggunakan autoklaf. Sterilisasi
menggunakan autoklaf yang berfungsi untuk mensterilkan berbagai macam alat
dan bahan yang digunakan dalam mikrobiologi menggunakan uap air panas
bertekanan. Tekanan yang digunakan pada umumnya dengan suhu 121 °C (250
°F). Bahan-bahan seperti kertas cakram, dan media Tryptic Soy Agar (TSA)
disterilisasi basah menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit
(Wulansari et al., 2020).

3.3.6 Pembuatan Larutan Kontrol Positif

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian adalah chloramphenicol dengan
konsentrasi 0,05%. Tablet chloramphanicol dengan kekuatan sediaan 250 mg
digerus, serbuk ditimbang sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dalam 10 ml
pelarut DMSO hingga diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 1000 ppm.
Selanjutnya, larutan stok tersebut diencerkan dengan mengambil 0,1 ml dan
menambahkannya ke dalam 9,9 ml aquadest steril sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 10 ppm, kemudian dari larutan diambil 1 ml dan diencerkan
dengan 9 ml aquadest steril untuk menghasilkan larutan 1 ppm. Untuk
memperoleh konsentrasi akhir 0,05 ppm, sebanyak 0,5 ml larutan 1 ppm

diencerkan dengan 9,5 ml aquadest steril. Larutan chloramphenicol 0,05% yang
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diperoleh selanjutnya digunakan untuk merendam kertas cakram steril (Rohana et
al., 2023).

3.3.7 Perendaman Cakram

Kertas cakram berukuran diameter 6 mm yang akan digunakan dalam proses
aktivitas antibakteri dimasukkan ke dalam masing-masing cawan petri yang telah
diberi label sesuai dengan jenis kontrol seperti aquades steril kontrol (-),
chloramphanicol 0,05% kontrol (+), dan hasil ekstrak dengan 3 pelarut berbeda

(metanol, etil asetat, n-hexana).

3.3.8 Pembuatan Media

Ditimbang bahan-bahan media TSA sebanyak 12 g dan dilarutkan ke

dalam erlenmayer yang telah diisi 300 ml aquades, kemudian di hotplate with
magnetic stirrer (Arfiandi et al., 2020). Selanjutnya dilakukan sterilisasi media
dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit. Setelah disterilisasi, media
didinginkan hingga suhunya sekitar 45 °C kemudian dituangkan ke dalam cawan
petri steril dan direkatkan seluruh sisinya menggunakan wrapping. Media
didiamkan mengeras pada suhu ruang dan diinkubasi selama 24 jam dalam
inkubator dengan suhu 37 °C.

3.3.9 Peremajaan Bakteri

Peremajaan bakteri dilakukan sehari sebelum dilakukannya uji aktivitas
antibakteri. Bakteri yang diremajakan yaitu bakteri patogen E. coli. Tabung reaksi
yang telah diisi media TSA selanjutnya dimiringkan agar berbentuk miring.
Kemudian bakteri diambil menggunakan jarum ose steril dan diinokulasi dengan
cara digoreskan pada agar miring dengan cara silang (zig-zag) dan diinkubasi
selama 24 jam dalam inkubator dengan suhu 37 °C (Hainil et al., 2022).

3.3.10 Pembuatan Suspensi

Larutan NaCl fisiologis 0,9% dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
bakteri yang telah melalui proses peremajaan diambil menggunakan jarum ose
steril dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi larutan NaCl
sebanyak 5 ml yang kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Pajan et al.,
(2016) menuliskan bahwa suspensi yang telah homogen kemudian dilihat tingkat

kekeruhannya pada wickerham card sesuai standar kekeruhan McFarland 0,5%.
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Bakteri yang telah disuspensi dipindahkan ke media TSA menggunakan
microtube dan diratakan dengan cotton bud secara zig-zag hingga merata ke

seluruh permukaan media.

3.3.11 Peletakan Kertas Cakram

Dibuka wrapping pada cawan petri yang telah berisi media dan bakteri kemudian
dimiringkan untuk mengurangi kadar air pada kertas cakram. Pinset steril
dipanaskan diatas bunsen beberapa detik dan didinginkan. Kertas cakram yang
telah direndam selama 24 jam kemudian dipindahkan ke dalam media uji.

Media uji dipanaskan bagian pinggir cawan petri kemudian wrapping dan
bungkus menggunakan kertas. Inkubasi selama 24 jam dalam inkubator dengan
suhu 37 °C

3.3.12 Uji Zona Hambat

Setelah diinkubasi selama 24 jam, amati cawan petri dan diamati zona hambat
bagian zona bening tanpa pertumbuhan bakteri di sekitar cakram menggunakan
jangka sorong digital. Pengukuran dilakukan dengan terlebih dahulu membalikkan
cawan petri sehinggah terlihat daerah hambatan yang transparan disekitar kertas
cakram. Paruh jangka sorong (rahang tetap dan rahang sorong) ditempatkan
dengan rapat melewati pusat cakram dipermukaan media dan ukur diameter zona
hambat dari satu tepi bening ke tepi bening yang berlawanan. Selanjutnya
pengamatan dilakukan dengan membaca skala utama dan skala nonius pada
jangka sorong untuk menentukan besarnya diameter zona hambat (Wahyu &
Masnawati, 2015).

3.3.13 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Ekstrak spons disiapkan hasil evaporasi spons dengan berat 2,68 g dan dilarutkan
kembali ke dalam akuades sebanyak 100 ml sampai homogen. Larutan ekstrak
dimasukkan ke dalam corong kemudian ditambahkan 100 ml etil asetat sebagali
pelarut tujuan fraksinasi (Woran et al., 2021). Larutan ekstrak yang akan di
fraksinasi dihomogenkan perlahan dengan sesekali membuka tutup corong untuk
membuang tekanan. Larutan ekstrak yang akan di fraksinasi didiamkan hingga
terbentuk dua lapisan (lapisan atas berisi pelarut organik), (lapisan bawah berisi

air). Kedua lapisan dipisahkan melalui kran corong, dan diulangi 2-3 kali untuk
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mendapatkan hasil optimal. Fraksi pelarut organik digabungkan keseluruhan,
kemudian diuapkan menggunakan rotary vakum evaporator. Setelah itu hasil
fraksi dimasukkan dan disimpan ke dalam botol vial yang telah diberi label (S3)
(Woran et al., 2021).

Tahap selanjutnya analisis menggunakan 6890N Network GC System (Agilent
Tecnologies). Gas Chromatography (GC) diawali dengan fase gerak berupa gas
pembawa yang dialirkan melalui sistem dengan kecepatan alir 0,7 ml/menit yang
diatur menggunakan flow controller, kemudian sampel dimasukkan ke dalam alat
melalui sample injektor dengan suhu 280 °C menggunakan syringe (suntikan)
sebanyak 2 ml. Sampel yang dimasukkan akan dibawa menuju kolom, di mana
kolom berfungsi sebagai fase diam yang berada di dalam column oven dengan
temperature awalnya bersuhu 180 °C selama 5 menit, kemudian ditingkatkan
menjadi 280 °C yang diatur lebih tinggi dari titik didih sampel sehingga sampel
berubah dari fase cair menjadi gas (Indriani et al., 2023). Selama melewati kolom,
komponen dalam sampel akan terpisah berdasarkan interaksinya dengan fase diam
dan perbedaan volatilitas. Senyawa yang keluar dari kolom selanjutnya dideteksi
oleh detector dengan suhu 290 °C, yang mengubah sinyal kimia menjadi sinyal
listrik, kemudian sinyal tersebut direkam oleh recorder menjadi data
kromatogram GC berupa waktu retensi dan persentase area masing-masing
senyawa, dengan kecepatan pemindaian 2.000 amu/detik dengan rentang
pemindaian 30-600 amu dan voltase EV berkekuatan 3.000 volt (Nusaibah et al.,
2016).

3.4 Analisis Data
3.4.1 Analisis Rendemen

Rendemen dihitung dengan satuan persen (%), dan merupakan perbandingan
antara ekstrak yang dihasilkan dan simplisia awal. Nilai rendemen yang lebih
tinggi menunjukkan bahwa nilai ekstrak yang dihasilkan lebih besar. Menurut
Novitasari et al., (2018) metode ekstraksi adalah salah satu faktor yang dapat
memengaruhi rendemen ekstrak. Analisis rendemen dilakukan untuk mengetahui

seberapa efektif pelarut dan teknik ekstraksi yang digunakan untuk menarik
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senyawa yang terkandung dalam simplisia (Hasnaeni et al., 2019). Persentase

rendemen dihitung menggunakan rumus berikut:

A
%Rendemen = §x100%

Keterangan:
A = Bobot ekstrak yang diperoleh setelah proses ekstraksi selesai ()
B = Bobot Sampel awal yang digunakan dalam proses ektraksi (g)

100% = untuk menyatakan rendemen dalam bentuk persentase
3.4.2 Analisis Zona Hambat

Analisis aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram dilakukan berdasarkan
pengukuran diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar cakram yang
mengandung ekstrak uji. Zona hambat menunjukkan adanya kemampuan senyawa
bioaktif untuk berdifusi ke dalam media agar dan menghambat pertumbuhan
bakteri, sehingga semakin besar diameter zona hambat maka semakin kuat potensi

antibakterinya (Humphries et al., 2021).

Diameter rata-rata digunakan untuk menentukan sifat dari
desinfektan/antiseptik/antimikroba. Nurama (2021) menuliskan bahwa Kriteria
kekuatan antibakteri menurut Davis & Stout, 1971 adalah sebagai berikut:

1. Diameter zona hambat 10-20mm = Daya hambat kuat

2. Diameter zona hambat 5-10 mm = Daya hambat sedang
3. Diameter zona hambat 0-5 mm = Daya hambat lemah

3.4.3 Analisis Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Setelah sampel dianalisis menggunakan GC-MS, setiap puncak yang muncul pada
kromatogram diintegrasikan untuk memperoleh nilai area dan intensitas. GC
memisahkan komponen berdasarkan waktu retensi (Rt), sementara MS
mengidentifikasi struktur molekul melalui spektrum massa (m/z). Data
diinterpretasikan menggunakan kromatogram (kuantitatif, (Area%) dan spektrum

massa (kualitatif, pustaka library) (Fasina et al., 2025).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Adapun kesimpulan yang diperoleh dari penelitian yaitu sebagai berikut:

1. Nilai rendemen ekstrak spons Ptilocaulis tertinggi dihasilkan oleh pelarut etil
asetat daripada metanol dan n-hexana yang disebabkan karena berbagai
bentuk zat bioaktif memiliki struktur kompleks yang tidak sepenuhnya polar
maupun non polar tetapi berada di spektrum tengah

2. Aktivitas antibakteri spons Ptilocaulis terhadap E. coli menggunakan
pelarut etil asetat lebih besar daripada metanol dan n-hexana dikarenakan
memiliki kemampuan untuk menarik senyawa-senyawa yang memiliki
rentang polaritas luas mulai dari polar, semi polar dan non polar.

3. Hasil GC-MS terhadap fraksi spons Ptilocaulis menunjukkan 30 puncak
senyawa yang didominasi oleh golongan hidrokarbon, ester, alkohol,

terpenoid, serta steroid

5.2 Saran

Pada penelitian selanjutnya diharapkan untuk menguji lebih beragam jenis bakteri
patogen, baik gram positif maupun gram negatif untuk mengetahui lebih banyak
tentang aktivitas antibakteri ekstrak spons Ptilocaulis Selain itu, proses isolasi dan
pemurnian senyawa aktif harus dilakukan secara bertahap sehingga senyawa
murni yang memiliki fungsi antibakteri yang dominan dapat diperoleh. Hal
tersebut akan mendukung penggunaan spons laut sebagai antibakteri alami yang

berkelanjutan.
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