SKRINING AKTIVITAS ANTIBAKTERI SPONS Stylissa TERHADAP
BAKTERI PATOGEN DARI PERAIRAN PULAU PAHAWANG,
KECAMATAN PUNDUH PIDADA,

KABUPATEN PESAWARAN, LAMPUNG

SKRIPSI

Oleh

TIARA SAFITRI
22114221009

PROGRAM STUDI ILMU KELAUTAN
JURUSAN PERIKANAN DAN KELAUTAN
FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
2026



SKRINING AKTIVITAS ANTIBAKTERI SPONS Stylissa TERHADAP
BAKTERI PATOGEN DARI PERAIRAN PULAU PAHAWANG,
KECAMATAN PUNDUH PIDADA,

KABUPATEN PESAWARAN, LAMPUNG

Oleh
TIARA SAFITRI

Skripsi
Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA SAINS
Pada

Jurusan Perikanan dan Kelautan
Fakultas Pertanian Universitas Lampung

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2026



ABSTRAK

SKRINING AKTIVITAS ANTIBAKTERI SPONS Stylissa TERHADAP
BAKTERI PATOGEN DARI PERAIRAN PULAU PAHAWANG,
KECAMATAN PUNDUH PIDADA,

KABUPATEN PESAWARAN, LAMPUNG

Oleh

TIARA SAFITRI

Spons laut merupakan salah satu biota penyusun terumbu karang yang memiliki
potensi besar sebagai sumber senyawa bioaktif antibakteri alami. Penelitian
bertujuan untuk membandingkan rendemen dan aktivitas antibakteri ekstrak spons
Stylissa dari perairan Pulau Pahawang menggunakan tiga pelarut dengan tingkat
polaritas berbeda, yaitu metanol (polar), etil asetat (semi polar), dan n-heksana
(non polar). Metode penelitian meliputi ekstraksi secara maserasi, uji aktivitas
antibakteri dengan metode difusi cakram, serta identifikasi senyawa bioaktif
menggunakan Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pelarut etil asetat menghasilkan rendemen
tertinggi, yaitu 7,86% dan 6,84%, dibandingkan metanol (5,94% dan 4,63%) serta
n-heksana (2,11% dan 1,65%). Uji aktivitas antibakteri menunjukkan ekstrak etil
asetat memiliki daya hambat paling kuat terhadap Escherichia coli dengan
diameter zona hambat (18,8 mm dan 16,1 mm), diikuti metanol (16, 3 mm dan
13,1 mm) dan n-heksana (0-mm dan 0 mm). Kontrol positif kloramfenikol
menunjukkan zona hambat (28,8 mm dan 25,9 mm), sedangkan kontrol negatif
tidak menunjukkan hambatan. Analisis GC-MS terhadap fraksi etil asetat spons
Stylissa terdapat 36 puncak senyawa yang teridentifikasi, senyawa yang dapat
dikelompokkan ke dalam lima golongan utama, yaitu hidrokarbon aromatik, keton
dan alkohol, asam lemak dan ester, amida dan amina, serta steroid dan
triterpenoid.

Kata kunci: Antibakteri, Escherichia coli, GC-MS, Metabolit Sekunder, Stylissa



ABSTRACT

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

By

TIARA SAFITRI

Sea sponges are one of the components of coral reef ecosystems that hold great
potential as a source of natural antibacterial bioactive compounds. This study
aimed to compare the yield and antibacterial activity of Stylissa sponge extracts
from the waters around Pahawang Island using three solvents with different
polarities: methanol (polar), ethyl acetate (semi polar), and n-hexane (non polar).
The research methods included maceration extraction, antibacterial activity testing
using the disk diffusion method, and identification of bioactive compounds using
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The results showed that ethyl
acetate yielded the highest extraction yields, namely 7.86% and 6.84%, compared
to methanol (5.94% and 4.63%) and n-hexane (2.11% and 1.65%). Antibacterial
activity testing showed that the ethyl acetate extract exhibited the strongest
inhibitory effect against Escherichia coli, with inhibition zone diameters of 18.8
mm and 16.1 mm, followed by methanol (16.3 mm and 13.1 mm) and n-hexane (0
mm and 0 mm). The positive control, chloramphenicol, showed inhibition zones
(28.8 mm and 25.9 mm), while the negative control showed no inhibition. GC-MS
analysis of the ethyl acetate fraction of the Stylissa sponge identified 36
compound peaks, which can be grouped into five main classes: aromatic
hydrocarbons, ketones and alcohols, fatty acids and esters, amides and amines,
and steroids and triterpenoids.

Keywords: Antibacterial Activity, Escherichia coli, GC-MS, Secondary
Metabolites, Stylissa
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sumber daya hayati laut merupakan salah satu potensi besar yang dimiliki
Indonesia, terutama dalam bidang bioteknologi kelautan (Casertano et al., 2023).
Organisme laut merupakan sumber yang kaya akan senyawa aktif biologis
(Ameen et al., 2020). Senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh avertebrata laut
diketahui memiliki struktur kimia yang beragam dan berpotensi sebagai sumber
senyawa antibakteri alami (Liu et al., 2019). Spons laut merupakan salah satu
organisme laut yang mampu menghasilkan berbagai senyawa metabolit sekunder
dengan aktivitas biologis yang beragam, termasuk aktivitas antibakteri
(Weeraphan, 2025). Spons laut diketahui mengandung berbagai senyawa
metabolit sekunder yang berperan sebagai mekanisme pertahanan alami terhadap
lingkungan sekitarnya (Nisa et al., 2016). Berbagai penelitian melaporkan bahwa
ekstrak spons laut memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen
sehingga berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan antibakteri alami
(Nofiani et al., 2020). Spons memiliki aktivitas antimikroba, antiparasit, dan
antikanker (Khodzori et al., 2023).

Salah satu contoh spons yang banyak ditemukan di perairan Indonesia khususnya
di perairan Pulau Pahawang adalah Stylissa. Spons Stylissa, dapat menghasilkan
metabolit sekunder dari proses metabolisme dalam sel yang ada pada tubuhnya
(Abdelhameed et al., 2020). Adapun metabolit sekunder yang dihasilkan memiliki
struktur yang khas dibandingkan spesies-spesies organisme laut lain, karena
bergantung pada lingkungan dan interaksi (simbiosis) dengan organisme lain
(Tompunu et al., 2022). Sebagai hasil dari berbagai penelitian spesies Stylissa

memiliki senyawa metabolit sekunder seperti golongan alkaloid, steroid dan



terpenoid (Yuan et al., 2025). Penelitian yang dilakukan oleh Leon et al., (2022)
menyebutkan beberapa senyawa bioaktif yang terkandung dalam spons

diantaranya adalah antibakteri, dan antibiotik.

Antibakteri diperlukan untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri,
contoh bakteri yang dapat menyebabkan infeksi yaitu Escherichia coli, tersebut
bahwa merupakan flora normal yang dapat ditemukan pada manusia, tetapi dapat
menyebabkan penyakit infeksi. E. coli adalah bakteri yang secara normal hidup di
saluran pencernaan manusia dan hewan (Pakbin et al., 2021). Meskipun bakteri E.
coli secara normal hidup disaluran pencernaan, tapi dapat menyebabkan infeksi
saluran kemih, diare terutama pada bayi dan anak, pneumonia, meningitis pada
bayi, dan infeksi luka di dalam abdomen (Riley, 2020). Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa spons Stylissa berpotensi sebagai sumber senyawa
antibakteri alami yang potensial. Sibarani (2020), menyatakan bahwa ekstrak
metanol spons Stylissa dari perairan Sulawesi memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus dan E. coli. Penelitian Efendi et al., (2025) juga
menemukan bahwa bakteri simbion dari Stylissa massa menghasilkan senyawa
aktif yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri patogen laut, sehingga
memperkuat potensi spons sebagai kandidat antibakteri alami. Ekstrak metanol
spons Stylissa massa dari perairan Lampung memiliki aktivitas antibakteri
terhadap E. coli, S. aureus, Vibrio spp., Salmonella typhi, dan Aeromonas
hydrophila (Susanti et al., 2023).

1.2 Tujuan
Tujuan dari penelitian tersebut 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 memberikan manfaat dalam pengembangan sumber
daya hayati laut sebagai alternatif bahan antibakteri alami yang potensial. Uji
aktivitas antibakteri spons Stylissa terhadap bakteri patogen dari perairan Pulau
Pahawang, Lampung. Hasil penelitian dapat memperluas pengetahuan mengenai
potensi bioteknologi kelautan, khususnya dalam bidang farmasi dan kesehatan.
Selain itu, penelitian juga diharapkan menjadi dasar bagi eksplorasi lebih lanjut
terhadap senyawa bioaktif yang terkandung dalam spons laut, yang berpotensi
dikembangkan sebagai bahan dasar obat antibakteri baru. Ditinjau dari aspek
lingkungan, penelitian turut mendukung upaya konservasi dan pemanfaatan
berkelanjutan ekosistem laut, serta meningkatkan kesadaran akan pentingnya
keanekaragaman hayati laut Indonesia sebagai sumber inovasi dalam bidang

kesehatan.

1.4 Kerangka Pikir

Potensi sumber daya hayati laut Indonesia yang kaya akan bahan alam laut, salah
satunya adalah spons Stylissa. Spons laut diketahui menghasilkan berbagai
metabolit sekunder yang relatif aman dan ramah lingkungan serta berpotensi
memiliki aktivitas biologis, termasuk sebagai antibakteri terhadap bakteri E. coli.
Bakteri E. coli merupakan bakteri patogen yang dapat menyebabkan infeksi diare,
yang umumnya diobati menggunakan antibiotik seperti kloramfenikol. Namun,
penggunaan antibiotik tersebut dapat menimbulkan masalah seperti resistensi
bakteri patogen serta potensi dampak yang kurang aman bagi manusia dan
organisme lain. Oleh karena itu, penelitian mengarahkan pada pemanfaatan spons
Stylissa sebagai sumber alternatif senyawa antibakteri melalui proses ekstraksi
dan isolasi senyawa murni, yang kemudian dianalisis struktur kimianya, baik
berupa struktur senyawa baru maupun senyawa yang telah dikenal. Dengan
demikian, eksplorasi metabolit sekunder dari spons Stylissa diharapkan dapat
menghasilkan senyawa antibakteri yang efektif terhadap E. coli sebagai alternatif
dalam penanganan infeksi diare. Kerangka pikir penelitian dideskripsikan dalam
bentuk yang tersajikan pada Gambar 1.
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1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Spons

Spons adalah hewan avertebrata yang tergolong ke dalam filum Porifera, Porifera
berasal dari bahasa Yunani yaitu poros yang berarti "pori" dan feres yang berarti
"memiliki", filum Porifera dibagi menjadi empat kelas yaitu calcarea,
demospongia, hexactinelida, dan homoscleromorpha (Gambar 2). Spons sebagai
salah satu hewan primitif yang hidup menetap dan bersifat filter feeder (Malaka et
al., 2021). Spons hidup menetap, menempel pada berbagai macam substrat,
seperti batu-batuan, pecahan cangkang, dan karang bahkan beberapa spesies hidup

di pasir dan dasar lumpur (Dunlop et al., 2020). Spons memiliki tiga tipe saluran

seperti pada Gambar 3.

(a) (b) (©) (d)

Gambar 2. Kelas pada spons (a) Clathrina clathrus kelas Calcarea, (b)
Staurocalyptus sp. kelas Hexactinellida, (c) Acarnus erithacus kelas
Demospongiae, dan (d) Oscarella lobularis kelas Homoscleromorpha
(Sumber: Haris & Jompa, 2021; Rozanah et al., 2023)
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Gambar 3. Tipe saluran air pada Porifera (a) Asconoid, (b) Syconoid, dan

(c) Leuconoid
(Sumber: Leys et al., 2024)

Spons memiliki bentuk pertumbuhan yang bervariasi yaitu mengerak/melapisi
(encrusting), besar (massive), bulat (globular), bertangkai (pedunculate),
menggali (burrowing), tali (papillate), kipas (flabellate), pohon bercabang
(arborescent) dan tabung (tubular) (Schonberg, 2021). Ukuran spons juga
beragam, mulai dari jenis berukuran sebesar kepala jarum pentul, sampai ke jenis
yang ukuran garis tengah 0,9 m dan tebal 30,5 cm (Morganti et al., 2021). Bentuk

morfologi spons tipe saluran Asconoid seperti pada Gambar 4.
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Gambar 4. Morfologi spons, dasar tubuh spons (a) adalah bentuk silinder dengan
rongga tengah yang besar, jenis sel khusus dalam spons (b) dengan
fungsi yang berbeda
(Sumber: Rozanah et al., 2023)



Klasifikasi spons jenis Stylissa menurut Van Soest et al., (2018) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Porifera

Kelas : Demospongiae
Subkelas : Heteroscleromorpha
Ordor : Scopalinida

Famili : Scopalinidae

Genus : Stylissa

Spons Stylissa diklasifikasikan dalam filum Porifera, kelas Demospongiae, ordo
Scopalinida, dan famili Scopalinidae, berdasarkan taksonomi terbaru yang tercatat
dalam World Register of Marine Species (WoRMS), yang diperbarui secara
berkala untuk mencerminkan penelitian filogenetik terbaru (Van Soest et al.,
2018). Genus Stylissa, yang pertama kali dideskripsikan oleh Carter pada abad ke-
19, mencakup spesies yang tersebar luas di perairan tropis dan subtropis, termasuk
Indo-Pasifik dan Atlantik, dengan identifikasi spesies sering kali memerlukan
analisis molekuler karena variasi morfologis tinggi (Cardenas et al., 2020).

Bentuk morfologi spons Stylissa secara umum dapat diamati pada Gambar 5.

Gambar 5. Morfologi spons Stylissa
(Sumber: Caroline, 2023)



Secara morfologis, spons Stylissa umumnya menunjukkan bentuk encrusting atau
massive, dengan permukaan yang kasar dan tekstur seperti kulit jeruk, yang
memungkinkan penempelan kuat pada substrat keras seperti karang atau batuan di
perairan laut dangkal (Bell et al., 2019). Tubuh spons terdiri dari matriks
gelatinous yang mengandung spikula silika berbentuk meruncing dan tumpul,
dengan panjang berkisar 100-300 um, memberikan kekuatan struktural dan
perlindungan terhadap predator serta arus laut (Bell et al., 2019). Sistem kanal
internal meliputi ostia kecil untuk masuknya air dan oscula yang lebih besar untuk
keluarnya air, memfasilitasi filtrasi plankton dan partikel organik sebagai sumber
nutrisi utama (Maldonado et al., 2022). Pada tingkat mikroskopis, spons memiliki
koanosit berflagela yang menghasilkan arus air, serta jaringan fibrosa dari spikula
yang membedakan dari famili lain dalam Halichondrida (Erpenbeck et al., 2021).
Morfologi beradaptasi dengan ekosistem dinamis, di mana bentuk melebar ke
samping membantu menghindari abrasi oleh gelombang (Bell et al., 2019).
Penelitian tersebut menunjukkan bahwa faktor lingkungan seperti kedalaman,
suhu, dan polusi dapat memodifikasi morfologi Stylissa, mempengaruhi
pertumbuhan dan reproduksi seksual melalui gemmules (Maldonado et al., 2022).
Warna spons bervariasi dari coklat kekuningan hingga ungu gelap, bergantung
pada pigmen dan lingkungan, dengan ukuran yang dapat mencapai diameter 20
cm untuk spesies massive, sedangkan encrusting lebih kecil dan lebih tahan

terhadap gangguan fisik (Van Soest et al., 2018).

2.2 Metabolit Sekunder Spons

Spons diketahui menghasilkan sejumlah besar metabolit sekunder dengan
aktivitas biologis yang berfungsi sebagai pertahanan tubuh dari predator dan
pengaruh buruk lingkungan (Hong et al., 2022). Sesuai dengan fungsi untuk
melindungi diri dari predator, banyak dari senyawa bioaktif tersebut berkhasiat
sebagai antikanker (sitotoksik), antibakteri, antivirus dan antioksidan yang
berpotensi untuk diteliti dan dikembangkan sebagai obat dan nutrasetikal
(Santhiravel et al., 2025), Senyawa bioaktif seperti alkaloid, terpenoid, poliketida,
serta peptida kompleks telah terbukti berfungsi sebagai pertahanan kimia

yang efektif terhadap predator seperti ikan, penyu, dan invertebrata pemakan



spons. Metabolit bekerja dengan cara menimbulkan rasa pahit, toksisitas, iritasi,
atau gangguan fisiologis yang menyebabkan predator menghindari spons tersebut
(Young et al., 2022). Selain itu, beberapa spons menghasilkan senyawa yang
bersifat antibakteri dan antifungi untuk mencegah kolonisasi mikroorganisme
patogen, sehingga metabolit tidak hanya berfungsi sebagai pertahanan eksternal,
tetapi juga sebagai perlindungan internal dalam menjaga stabilitas mikrobioma
spons (Ghosh et al., 2022). Keanekaragaman metabolit yang tinggi menunjukkan
bahwa spons telah berevolusi selama jutaan tahun untuk mengembangkan

mekanisme pertahanan kimiawi yang sangat kompleks dan spesifik.

Metabolit sekunder spons juga berfungsi sebagai alat penyangkalan (chemical
deterrence) dalam kompetisi ruang di habitat terumbu karang yang padat. Spons
dapat melepaskan senyawa kimia alami yang menghambat pertumbuhan
organisme pesaing seperti karang, tunikata, atau spons lainnya, sehingga
memungkinkan mempertahankan area kolonisasi pada substrat keras (Tan, 2023).
Selain itu, beberapa senyawa bersifat antifouling, mencegah penempelan lumut
laut, teritip, dan organisme epibion lainnya yang dapat mengganggu proses filtrasi
air. Metabolit sekunder juga berperan sebagai sinyal kimia dalam interaksi
mutualistik antara spons dan mikroorganisme simbion, yang dapat mencapai 40-
60% dari total biomassa spons, mikroba simbion juga menghasilkan metabolit
kompleks yang mendukung kelangsungan hidup spons dalam kondisi

lingkungan ekstrim (Tsai et al., 2023).

2.3 Senyawa Bioaktif Spons

Bioaktif spons merujuk pada senyawa kimia yang dihasilkan oleh spons sebagai
metabolit sekunder, yang memiliki aktivitas biologis signifikan terhadap
organisme lain atau lingkungan sekitarnya. Senyawa bioaktif didefinisikan
sebagai molekul organik yang dapat mempengaruhi proses fisiologis seperti
pertumbuhan, reproduksi, atau pertahanan, dan umumnya memiliki potensi
farmakologis tinggi (Mayer et al., 2024). Spons sebagai organisme sesil yang
hidup di dasar laut menghasilkan senyawa untuk melindungi diri dari predator,
kompetitor, atau infeksi mikroba, dengan mekanisme biosintesis yang melibatkan
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jalur metabolik kompleks seperti poliketida dan non ribosomal peptide. Salah satu
senyawa utama adalah alkaloid, yang didefinisikan sebagai senyawa nitrogen
heterosiklik dengan struktur berbasis amina, seperti yang ditemukan dalam spons
genus Agelas Bioaktivitas spons tidak hanya terbatas pada pertahanan, tetapi juga
berkontribusi pada ekosistem laut dengan menghambat pertumbuhan alga atau
bakteri patogen, sehingga mempertahankan keseimbangan ekologi (De &
Chatterji, 2017). Selain itu, senyawa terpenoid, yang merupakan turunan isopren,
sering kali memiliki aktivitas antioksidan atau antikanker, sebagai molekul
hidrokarbon yang terbentuk dari unit isoprena, seperti spons dari laut dalam.
Senyawa bioaktif pada spons terdapat empat senyawa yaitu terpenoid dan steroid,
alkaloid, poliketida, polipeptida, seperti pada Gambar 6, 7, 8, 9, dan 10.

a. Terpenoid dan Steroid

OH
OH
HO 0
OH
0
Gambar 6. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok terpenoid pada
spons laut

(Sumber: Azalia et al., 2023)
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-,
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OH
Gambar 7. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok steroid pada
spons laut

(Sumber: Hajdas et al., 2025)
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Senyawa terpenoid dan steroid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder
dari spons. Senyawa terpenoid termasuk dalam kelompok lipid yang banyak
ditemukan di spons dengan berbagai varisi struktur. Meskipun terdapat perbedaan
struktural yang tampak, semua terpenoid saling terkait. Kerangka struktur
terpenoid mengandung kelipatan lima karbon unit dan diturunkan secara
biosintetik dari bahan kimia lima karbon isopentenil difosfat. Pemahaman secara
formal, terpenoid mengandung oksigen, sedangkan terpene merupakan
hidrokarbon (Setiawan & Hendri, 2022).

Terdapat 3 jenis terpenoid dan steroid yaitu agosterol, Isomalabarican dan
Disideamine. Agosterol adalah kelas senyawa sterol bioaktif yang pertama kali
diisolasi dari spons laut (Spongia sp.). Senyawa tersebut memiliki potensi aplikasi
medis, terutama dalam mengatasi resistensi multi-obat (multidrug
resistance/MDR) pada berbagai jenis sel kanker manusia. (Matulja et al., 2020).
Isomalabarican adalah kelas triterpena (triterpenoid) alami yang ditemukan pada
spons laut, terutama dari genus Rhabdastrella globostellata serta beberapa spesies
terkait. Senyawa-senyawa isomalabarican memiliki struktur kerangka C30 dengan
inti tricyclic 6,6,5 dan koneksi cincin secara trans-syn-trans berbeda dengan
isomer malabaricane yang memiliki sambungan trans-anti-trans. Sifat khas
membuat isomalabaricane dianggap sebagai kelompok senyawa khas dari spons
R. globostellata, dan banyak senyawa dari kelas tersebut menunjukkan aktivitas
biologis seperti antiproliferatif terhadap sel kanker sehingga menjadi fokus
penelitian bioprospek (Lai et al., 2021). Disideamine adalah sebuah seskuiterpena
amino-kinon (meroterpenoid) yang diisolasi dari spons laut Dysidea sp. secara
struktural berasal dari kerangka terpenoid yang saaling terhubung dengan moiety
benzoquinone/aminoquinone, sehingga diklasifikasikan sebagai turunan terpenoid
(Hanif et al., 2019).
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b. Alkaloid

HoN OH

HO
OH

Gambar 8. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok alkaloid
pada spons laut
(Sumber: Luringunusa et al., 2023)

Alkaloid adalah sejenis senyawa organik yang mengandung nitrogen yang ada di
alam, yang memiliki sifat seperti alkali. Alkaloid merupakan metabolit sekunder
dengan aktivitas biologis yang signifikan, yang sebagian besar memiliki struktur
cincin yang kompleks dan nitrogen sebagian besar terkandung dalam cincin.
Alkaloid laut mewakili sekitar seperempat dari lebih dari 25.000 produk alami
laut yang dilaporkan hingga sampai sekarang, dan sedikit lebih dari setengahnya

diperoleh dari spons (Setiawan & Hendri, 2022).

Terdapat 3 jenis alkaloid yaitu cortistatin, aaptamin, dan haliclonamine.
Cortistatin adalah steroidal alkaloid langka yang pertama kali diisolasi dari spons
laut Corticium simplex, dengan kerangka dasar mirip steroid tetapi mengandung
gugus heteroatom yang membuatnya diklasifikasikan sebagai alkaloid. Senyawa
tersebut memiliki aktivitas biologis sangat kuat, terutama menghambat
pertumbuhan sel leukemia dan sel kanker lainnya melalui penghambatan jalur
sinyal seperti CDK8-Mediator complex, serta menunjukkan potensi antiinflamasi
dan imunomodulator. Aaptamine adalah alkaloid laut yang termasuk ke dalam
kelas benzo[de][1,6]-naphthyridine, pertama kali diisolasi dari spons laut dari
genus Aaptos dan dikenal sebagai senyawa alkaloid. Struktur aaptamine dan
senyawa turunannya memungkinkan senyawa menunjukkan berbagai aktivitas
biologis termasuk sifat antibakteri, antioksidan, dan antikanker (Tailor et al.,

2024). Struktur haliclonacyclamine adalah tetracyclic alkyl-piperidine. Bersifat
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haliclonacyclamine A dan B telah dipelajari sebagai calon senyawa

antituberkulosis, terutama untuk bakteri dalam kondisi dormansi/laten.

c. Poliketida

Gambar 9. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok poliketida pada
spons laut
(Sumber: Song et al, 2024)

Poliketida merupakan kelompok metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
berbagai organisme hidup termasuk spons. Kelompok senyawa tersebut mewakili
kelas besar lain dari senyawa bioaktif termasuk makrolida. Senyawa poliketida
yang memiliki sifat antibiotik bertindak dengan mengikat bagian 50S rRNA

selama sintesis protein (Setiawan & Hendri, 2022).

Beberapa senyawa poliketida dapat diperoleh dari spons perairan Indonesia seperti
bitungolide, manadodioxan, dan biakamide. Bitungolide merupakan sekelompok
senyawa natural yang termasuk ke dalam golongan poliketida dan pertama kali
diisolasi dari spons laut Theonella cf. swinhoei yang dikumpulkan di Indonesia.
Bitungolides (A-F) memiliki kerangka kimia khas hasil poliketida kompleks, dan
dikenal sebagai metabolit spesialis, laut yang menunjukkan aktivitas biologis
misalnya kemampuan menghambat enzim fosfatase ganda-spesifitas (dual-
specificity phosphatase VHR), menjadikan kandidat menarik dalam studi bioaktif
laut (Bhamboo et al., 2021).

Manadodioxan adalah sekelompok poliketida endoperoksida yang diisolasi dari
spons laut genus Plakortis molekul-molekul mengandung cincin 1,2-dioxane
(endoperoksida) yang menandai kelas struktural dan menempatkannya di antara

poliketida peroksida laut yang sering menunjukkan bioaktivitas. Beberapa
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senyawa kimia termasuk manadodioxan E memiliki aktivitas antimikroba
terhadap E. coli (Gushiken et al., 2015).

Biakamide adalah sekelompok poliketida alam yang diisolasi dari spons laut
Petrosaspongia, dengan struktur kimia unik yang mencakup cincin thiazole
terminal, dua gugus N-metil amida, sebuah gugus klorometilena, dan rantai
butyryl tersubstitusi kombinasi yang menjadikannya berbeda dari poliketida
klasik. Biakamide menarik sebagai kandidat potensial dalam penelitian
antikanker, terutama terkait dengan kelangsungan hidup sel di lingkungan mikro
tumor (Kotoku et al., 2017).

d. Polipeptida
N NS N I NN o
0 Mo Mo Mo WMo

Gambar 10. Struktur kimia senyawa bioaktif kelompok polipeptida pada
spons laut
(Sumber: Gohil et al., 2017)
Senyawa polipeptida merupakan senyawa bioaktif alami yang dapat ditemukan
pada berbagai jenis biota laut. Senyawa peptida yang berasal dari sumber biota
laut memiliki potensi nutrasetikal yang tinggi dan nilai obat yang menarik

perhatian industri farmasi (Setiawan & Hendri, 2022).

Barangamide adalah keluarga peptida siklik (cyclic peptide) yang pertama kali
diisolasi dari spons laut Theonella swinhoei spesimen dikumpulkan di Pulau
Baranglompo, Indonesia sehingga nama barangamide merujuk pada lokasi asal
isolasi (Gogineni & Hamann, 2018). Kendariamide adalah sebuah peptida linear
natural yang diisolasi dari spons laut Haliclona sp. yang dikumpulkan di perairan
Indonesia, secara struktural mengandung residu-residu N-metilasi yang tidak
biasa dan dua sistein N-metil yang membentuk cincin disulfida delapan anggota
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pada bagian terminal, fitur yang berkontribusi pada kestabilan konformasi

molekulnya (Zhu et al., 2019). Stylissamide X merupakan peptida siklik yang

tinggi akan residu prolin (proline-rich cyclic octapeptide) yang diisolasi dari

spons laut Stylissa sp. yang dikumpulkan di perairan Indonesia, secara struktural

terdiri dari delapan residu asam amino termasuk beberapa residu prolin yang

mengarahkan konformasi molekul dan memberikan sifat kaku khas pada cincin

peptida, dan struktur lengkap ditentukan melalui analisis spektroskopi NMR serta

penentuan konfigurasi asam amino menggunakan metode Marfey (Dahiya et al.,

2016).

Spons laut diketahui menghasilkan berbagai metabolit sekunder yang memiliki

aktivitas biologis penting. Beberapa senyawa bioaktif yang telah dilaporkan dari

spons beserta golongan dan aktivitasnya disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan pada golongan aktivitas terhadap senyawa bioaktif spons

No. Senyawa Golongan Aktivitas (anti-) Sumber

1. Agosterol Steroid MDR-modulator (Stanojkovic
(mengatasi resistensi & Milovic,

obat) 2020)

2. Isomarabarican Triterpenoid Antiproliferatif / (Lai etal.,
antikanker 2021)

3. Desideamine (alkaloid / derivat ~ Sitotoksik / antimikroba ~ (Hong et al.,
nitrogen) 2022)

4.  Cortistatin Steroidal alkaloid  Anti-angiogenesis, (Tammam,
antikanker 2025)

5. Aaptamin Alkaloid Antibakteri, antioksidan,  (Tailor et al.,
antikanker (potensial) 2024)

6. Haliclonamine Alkaloid Antimikobakteri, (Gunathilake
sitotoksik etal., 2020)

7. Bitungolide Poliketida Enzim-inhibitor / (Tapilatu,
aktivitas biologis 2015)

antitumor

8. Manadodioxan Poliketida Antimikroba (aktivitas (Gushiken et
endoperoksida terhadap E. coli) al., 2015)

9. Biakamide Poliketida Antitumor (Ishida et al.,
2019)

10. Barangamide Polipeptida Sitotoksik / antibakteri (Haedar et al.,
2022)

11. Kendariamide Peptida/alkaloid MDR-modulator / (Murniasih et
antikanker al., 2018)

12. Stylissamide X Siklik peptida Menghambat migrasi sel ~ (Huang et al.,
(anti-migrasi) 2015)
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Senyawa bioaktif spesifik dari spons mencakup berbagai nama dengan struktur
kimia unik dan fungsi biologis yang beragam. Contoh seperti halichondrin B,
sebuah makrolida poliketida yang diisolasi dari spons Halichondria okadai,
didefinisikan sebagai senyawa dengan rantai karbon panjang yang menghambat
pembelahan sel melalui interaksi dengan mikrotubulus, menjadikan agen
antimitotik potensial (Putri, 2021). Menurut Ovchinnikova (2022), bahwa
senyawa lain seperti discodermolide dari spons Discodermia dissoluta adalah
makrolida dengan aktivitas sitotoksik, yang sebagai inhibitor mitosis dengan
keterkaitan tinggi terhadap protein globular, mirip dengan taxol namun dengan

profil toksisitas yang berbeda.

Spons Stylissa dikenal memiliki beragam senyawa bioaktif, khususnya alkaloid
pirrolokuinolin seperti discorhabdin, yang memiliki potensi sebagai agen
antikanker dan antimikroba, dengan aktivitas sitotoksik yang telah diverifikasi
melalui uji in vitro terhadap sel kanker (Carroll et al., 2020). Selain alkaloid,
Stylissa mengandung terpenoid dan steroid seperti variabilin dan stylissadines,
yang memiliki sifat antioksidan, anti inflamasi, dan antiviral, dengan potensi
aplikasi dalam farmakologi modern (Blunt et al., 2018). Kandungan senyawa
tersebut dipengaruhi oleh simbiosis dengan mikroorganisme endosimbion, di
mana bakteri menghasilkan sebagian alkaloid melalui biosintesis, seperti yang

ditunjukkan dalam studi metagenomik (Carroll et al., 2020).

2.4 Penyakit Infeksi

Penyakit infeksi menjadi salah satu penyakit yang sering terjadi di kalangan
masyarakat. Salah satu jenis obat yang sering digunakan adalah antimikroba
antara lain antijamur, antibakteri/antibiotik, antiprotozoa dan antivirus.
Antibakteri/antibiotik adalah zat yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganime. Antibiotik yang sensitif terhadap mikroorganisme dapat menjadi
tidak sensitif disebut resistensi antibiotik (Rompas et al., 2023). Adanya
permasalahan resistensi antibiotik terhadap beberapa bakteri, sehingga

kebutuhan untuk mendapatkan alternatif antibiotik lain semakin meningkat. Oleh
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sebab itu, pada masa kini sangat diperlukan penemuan antibiotik baru yang dapat

mengatasi permasalahan tersebut (Utomo et al., 2018).

Genus Escherichia adalah anggota famili Enterobacteriaceae dan E. coli adalah
organisme aerob paling umum yang berada pada usus manusia dan hewan
mamalia (Senderet al., 2016). Kebanyakan strain E. coli adalah komensal yang
mendiami usus dan kemungkinan berperan penting dalam memelihara

fisiologis usus. Meskipun demikian, beberapa jalur E. coli adalah patogen dan
dapat menimbulkan penyakit diare (Nuevalos et al., 2023). E. coli adalah bakteri
Gram negatif berwujud batang, memiliki flagela peritrikus, bersifat anaerob
fakultatif, tidak berspora dan dapat mengekskresikan beberapa asam organik
seperti asam formiat (Guy & Jackson, 2016). E. coli memiliki hemin (sitokrom
dan katalase) sehingga mampu memperoleh energi baik secara aerob maupun

anaerob.
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Gambar 11. Bakteri Escherichia coli
(Sumber: Romadhon, 2016)

Bakteri tersebut berukuran panjang 2,0 - 6,0 um dan lebar 1,1 - 1,5 pm serta
tunggal atau berpasangan (Gambar 11). NilaipH optimum untuk pertumbuhannya
adalah 7,0 - 7,5 serta kisaran suhu pertumbuhannya 10 - 40°C, dengan suhu
optimum 37°C (mesofil), dan aktivitas air optimum 0,96. E. coli hidup di perairan,

tanah, makanan, air seni dan tinja manusia (Olanrewaju et al., 2024). Dalam
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media cair, pertumbuhannya berupa supernatan yang jernih dengan endapan yang
tidak dapat larut kembali melalui pengadukan. Pertumbuhan bakteri dalam media
padat ditunjukkan dengan adanya koloni bundar, berwarna putih dan halus.
Bakteri merupakan penghuni normal di dalam usus bagian bawah manusia dan
mamalia, termasuk burung, yang pada keadaan tertentu dapat bersifat patogen,
tetapi selama tidak memiliki elemen genetik sebagai faktor virulensi, bakteri

tersebut bersifat komensal (Stegger et al., 2020).

2.5 Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri merupakan teknik yang digunakan untuk
mengevaluasi potensi suatu senyawa dalam memberikan efek terhadap
mikroorganisme, umumnya melalui pengukuran zona hambat, nilai konsentrasi
hambat minimum, atau konsentrasi bunuh minimum. Berdasarkan konsep
toksisitas selektif, respons bakteri terhadap suatu senyawa antibakteri dapat
berupa bakteriostatik, yaitu kemampuan senyawa untuk menghambat
pertumbuhan dan perkembangan bakteri, serta bakterisida, yaitu kemampuan

senyawa untuk membunuh sel bakteri secara langsung (Jayanetti et al., 2024).

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan
bakteri yang bersifat merugikan. Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme
bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi
mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah pembusukan serta
perusakan bahan oleh mikroorganisme. Antimikrobia meliputi golongan
antibakteri, antimikotik, dan antiviral (Ferdinan & Prasetya, 2018). Mekanisme
penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dapat
berupa perusakan dinding sel dengan cara menghambat pembentukan atau
mengubah setelah selesai terbentuk, perubahan permeabilitas membran sitoplasma
sehingga menyebabkan keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan
molekul protein dan asam nukleat, penghambatan kerja enzim, dan penghambatan
sintesis asam nukleat dan protein (Wei et al., 2023). Di bidang farmasi, bahan
antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu suatu substansi kimia yang
dihasilkan oleh mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain.
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Uji aktivitas antibakteri dengan metode disk diffusion (tes Kirby-Bauer)
merupakan salah satu metode paling banyak digunakan untuk mengevaluasi
potensi agen antibakteri, baik senyawa kimia maupun ekstrak alami

(Bhagaskara et al., 2023). Pada prosedur, kertas cakram yang telah mengandung
senyawa uji diletakkan di atas permukaan media agar yang telah diinokulasi
secara merata dengan suspensi bakteri uji. Selama inkubasi, senyawa antibakteri
akan berdifusi dari cakram ke media agar, menciptakan gradien konsentrasi yang
menurun dari dekat cakram ke arah luar agar. Zona bening (zona hambat) akan
terbentuk di sekitar cakram jika senyawa tersebut efektif terhadap bakteri, di mana
bakteri gagal tumbuh. Ukuran diameter zona yang menjadi indikator daya hambat
atau kepekaan bakteri terhadap agen antibakteri tersebut. Semakin besar zona
hambat, biasanya menunjukkan bahwa senyawa tersebut lebih efektif terhadap
bakteri uji (Ivnkovic et al., 2023).

2.6 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) merupakan metode analitik
yang menggabungkan dua teknik, fase pemisahan menggunakan kromatografi gas
(GC) dan deteksi/analisa melalui spektrometri massa (MS). Fase GC

berguna untuk memisahkan senyawa organik volatil dalam campuran sehingga
memungkinkan penentuan jumlah relatif senyawa berdasarkan waktu retensi
(kuantitatif) (Putra et al., 2024). Setelah pemisahan, kekuatan dari kolom dialirkan
langsung ke ruang ionisasi MS, di mana senyawa terionisasi dan terfragmentasi.
Hasil ionisasi dianalisis oleh mass analyzer berdasarkan rasio massa terhadap
muatan (m/z), memungkinkan penentuan struktur molekul senyawa (kualitatif)
serta kuantifikasi berdasarkan intensitas ion (Margareta et al., 2023). Dengan
demikian, GC-MS sangat cocok untuk analisis senyawa organik dalam ekstrak
bahan alam, karena memungkinkan identifikasi dan kuantifikasi komponen

meskipun dalam konsentrasi rendah.

Prinsip kerja alat GC-MS menggabungkan dua tahap utama, pertama Gas
Chromatography (GC) memisahkan campuran menjadi komponen-komponen

volatil yang berbeda berdasarkan interaksi masing-masing komponen dengan fase
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diam kolom dan waktu retensi. Kedua, setiap puncak hasil pemisahan dari kolom
diarahkan ke Mass Spectrometer (MS) di mana senyawa tersebut diionisasi,
terfragmentasi, dan kemudian dianalisis menurut rasio massa ke muatan

(m/z) untuk identifikasi dan kuantifikasi (Tsikas, 2024). Proses pemisahan oleh
GC memastikan bahwa ke dalam MS masuk komponen-komponen yang relatif
murni (satu per satu menurut waktu retensi), berikutnya MS memberikan
spektrum massa khas yang memungkinkan identifikasi struktur dan pencocokan

dengan spektra referensi (Piechocka et al., 2020).

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, sebagai contoh analisator
berbasis medan magnet. Pada jenis mass analyzer, ion mengalami pembelokan
dalam medan magnet yang besar berubah sesuai rasio massa/muatan sehingga
setiap ion akan mengikuti lintasan berbeda menurut karakteristik fisiknya
(Mondello et al., 2025). Variasi lintasan tersebut menghasilkan intensitas arus ion
pada detektor yang sebanding dengan kelimpahan relatif ion (Tsikas, 2024).
Sinyal arus ion kemudian direkam dan diterjemahkan menjadi spektra massa,
yang menggambarkan hubungan antara kelimpahan relatif setiap ion dengan nilai
rasio massa/muatan (m/z), sehingga dapat mengidentifikasi struktur molekul dan

fragmentasi (Manmana et al., 2021).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juli-Oktober 2025 yang berlokasi
pengambilan sampel di perairan Pulau Pahawang, Kecamatan Punduh Pidada,
Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung (Gambar 12). Proses pengujian
aktivitas antibakteri dan Pengolahan data dilakukan di Laboratorium Pengolahan
& Pengawasan Mutu Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung,
dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Lampung.
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Gambar 12. Peta pengambilan sampel spons
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Adapun alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian dapat dilihat pada Tabel

2 dan 3 sebagai berikut:

Tabel 2. Alat, spesifikasi, dan kegunaannya selama penelitian

No. 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 nilontahan ~ 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.
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Tabel 2. Alat, spesifikasi, dan kegunaannya selama penelitian (lanjutan)

No.

24,
25.
26.

27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

39.

Alat penelitian
Hotplate with
magnetic stirrer
Autoklaf
Laminary air flow

Rak tabung
Erlenmeyer

Bunsen

Mikropipet

Jarum ose

Pinset

Tabung mikro
Inkubator

Jangka sorong
Sarung tangan selam

Katembat

Separatory funnel

Gas Chromatography-

Mass Spectrometry
(GC-MS)

Spesifikasi
Pengatur suhu dan

pengaduk magnetik

121°C, 15 psi

Filter HEPA (High-

Efficiency
Particulate Air)
Kayu

100-1000 ml
Pembakar
gas/spiritus
10-1000 pl

Logam steril
Stainless steel

1,5-2 ml
Suhu 37°C

Ketelitian 0,01 mm

Neoprene

Batang kapas
penyebar
250-1000 ml

Instrumen GC-MS
dengan kolom
kapiler dan
detektor massa

Kegunaan
Pembuatan media.

Sterilisasi basah.

Sebagai tempat

steril untuk mengerjakan
bahan.

Menyimpan tabung reaksi.
Wadah larutan.

Sterilisasi pijar.

Memindahkan larutan
dalam voleme kecil.
Mengambil sampel
bakteri.

Meletakan peper disk.
Sebagai wadah ekstrak uji.
Sebagai tempat
menumbuhkan bakteri uji.
Mengukur diameter zona
hambat.

Melindungi dari suhu
dingin dan bahaya fisik.
Menyebarkan sesuatu
secara merata.
Memisahkan ekstraksi
berdasarkan perbedaan
kepolaran pelarut.
Memisahkan,
mengidentifikasi, dan
mengukur senyawa-
senyawa dalam sampel
yang kompleks.

Tabel 3. Bahan, spesifikasi, dan kegunaannya selama penelitian

No. Bahan penelitian Spesifikasi Kegunaan

1.  Spons Stylissa 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 untuk ektraksi.

6.  Etil asetat Grade teknis Pelarut untuk ektraksi.

7. n-hexana Grade teknis Pelarut untuk ektraksi.




24

Tabel 3. Bahan, spesifikasi, dan kegunaannya selama 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 Prosedur Penelitian
3.3.1 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel spons dilakukan di perairan Pulau Pahawang, Kecamatan
Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran, Lampung. Pengambilan spons dilakukan
melalui penyelaman menggunakan SCUBA diving. Selama proses pengambilan
sampel spons dilakukan secara hati-hati, dengan menggunakan pisau selam untuk
memotong sebagian jaringan spons tanpa merusak substrat. Spons yang telah
diambil kemudian didokumentasi setelah itu diidentifikasi melalu morfologi luar
berupa bentuk, ukuran dan warna. Kemudian sampel spons dimasukkan ke dalam

kantung sampel dan diletakkan ke dalam cool box.

3.3.2 Identifikasi Spons

Spons yang telah diambil langsung dari perairan Pulau Pahawang, kemudian
didokumentasikan setelah itu dicocokkan dengan buku identifikasi spons melalui

morfologi luar berupa bentuk, ukuran dan warna. Klasifikasi spons merujuk pada
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buku Systema Porifera, berdasarkan taksonomi yang tercatat dalam World
Register of Marine Species (WoRMS), yang diperbarui secara berkala untuk

mencerminkan penelitian filogenetik terbaru (Van Soest et al., 2018).

3.3.3 Preparasi Sampel

Sampel spons yang masih dalam kondisi segar disimpan di dalam cool box.
Selanjutnya, spons dibersihkan menggunakan air mengalir untuk menghilangkan
substrat atau kotoran yang masih menempel. Spons yang telah bersih kemudian
dipotong menjadi bagian-bagian kecil dengan ukuran sekitar £1 cm untuk
meningkatkan luas permukaan kontak antara jaringan spons dan pelarut. Setelah

itu, sampel ditimbang sebanyak 50 g.

3.3.4 Ekstraksi

Spons yang telah ditimbang sebanyak 50 g dimasukan ke dalam wadah kaca untuk
dimaserasi menggunakan tiga pelarut (metanol, etil asetat dan n-hexana) dengan
perbandingan 1:2 selama 7 hari, durasi ekstraksi yang cukup panjang
memungkinkan tercapai kesetimbangan antara pelarut dan matriks spons,
sehingga difusi senyawa aktif ke dalam pelarut menjadi lebih efisien (Narulita,
2018). Proses maserasi dilakukan dengan pengulangan sebanyak dua kali. Pada
proses maserasi, setelah 7 hari maserasi disaring menggunakan kertas saring dan
ditampung wadah kaca. Maserasi yang sudah disaring di setiap pengulangan
dikumpulkan dalam satu wadah. Filtrat hasil maserasi yang telah terkumpul
kemudian dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada tekanan
vakum 80-100 mbar (adjusted) dan suhu 45°C untuk menguapkan pelarut
sehingga diperoleh sisa komponen ekstrak (Woran et al., 2021). Ekstrak

hasil evaporasi selanjutnya dimasukkan ke dalam botol vial dan ditimbang untuk
menentukan persentase rendemen dari masing-masing pelarut. Berat ekstrak yang
diperoleh dihitung dengan mengurangkan berat botol vial kosong dari berat total

botol yang berisi ekstrak.
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3.3.5 Sterilisasi Alat

Seluruh alat dan bahan yang digunakan harus disterilisasi terlebih dahulu. Metode
sterilisasi yang digunakan terdiri atas dua jenis, yaitu sterilisasi basah dan
sterilisasi menggunakan bahan kimia berupa alkohol 70%. Peralatan laboratorium
seperti cawan petri, tabung reaksi, dan erlenmeyer disterilisasi secara basah
menggunakan autoklaf. Autoklaf berfungsi untuk mensterilkan berbagai alat dan
bahan mikrobiologi dengan memanfaatkan uap air panas bertekanan. Proses
sterilisasi umumnya dilakukan pada suhu 121°C (250°F). Selain itu, bahan seperti
kertas cakram dan media Tryptic Soy Agar (TSA) juga disterilisasi secara basah

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit (Ode et al., 2020).

3.3.6 Pembuatan Larutan Kontrol Positif

Kloramfenikol dengan konsentrasi 0,05% digunakan sebagai kontrol positif dalam
penelitian. Tablet kloramfenikol dengan dosis 250 mg terlebih dahulu digerus
hingga menjadi serbuk, kemudian ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan
dalam 10 ml pelarut Dimetil Sulfoksida (DMSO) sehingga diperoleh larutan stok
dengan konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya, larutan stok diencerkan dengan
mengambil 0,1 ml larutan dan menambahkannya ke dalam 9,9 ml aquades steril
sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 10 ppm. Larutan tersebut kemudian
diambil sebanyak 1 ml dan diencerkan kembali dengan 9 ml aquades steril untuk
memperoleh larutan dengan konsentrasi 1 ppm. Supaya mendapatkan konsentrasi
akhir 0,05%, sebanyak 0,5 ml larutan 1 ppm diencerkan dengan 9,5 ml akuades
steril. Larutan kloramfenikol dengan konsentrasi 0,05% yang diperoleh kemudian

digunakan untuk perendaman kertas cakram steril (Rohana et al., 2023).

3.3.7 Perendaman Kertas Cakram

Kertas cakram dengan diameter 6 mm yang digunakan pada uji aktivitas
antibakteri dimasukkan ke dalam masing-masing cawan petri yang telah diberi
label sesuai dengan jenis kontrol, yaitu aquades steril sebagai kontrol negatif,

kloramfenikol 0,05% sebagai kontrol positif, serta ekstrak hasil evaporasi sampel
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spons yang diperoleh menggunakan tiga jenis pelarut berbeda, yaitu metanol, etil

asetat, dan n-hexana.

3.3.8 Pembuatan Media

Sebanyak 12 g media TSA ditimbang dan dilarutkan dalam 300 ml akuades yang
dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan menggunakan hotplate
with magnetic stirrer hingga homogen (Arfiandi & Tumbol, 2020). Selanjutnya,
media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Setelah proses sterilisasi, media didinginkan hingga mencapai suhu sekitar 45°C,
kemudian dituangkan ke dalam cawan petri steril dan seluruh bagian sisi cawan
direkatkan menggunakan plastik pembungkus. Media kemudian dibiarkan hingga
mengeras pada suhu ruang dan selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dalam
inkubator pada suhu 37°C.

3.3.9 Peremajaan Bakteri

Proses peremajaan bakteri dilakukan satu hari sebelum pelaksanaan uji aktivitas
antibakteri. Bakteri yang diremajakan adalah bakteri patogen E. coli. Tabung
reaksi yang berisi media TSA terlebih dahulu dimiringkan hingga membentuk
media agar miring. Selanjutnya, bakteri diambil menggunakan jarum ose steril
dan diinokulasikan dengan cara digoreskan secara zig-zag pada permukaan agar
miring, kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 37°C
(Hainil et al., 2020).

3.3.10 Pembuatan Suspensi

Larutan NaCl fisiologis 0,9% dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya,
bakteri yang telah diremajakan diambil menggunakan jarum ose steril dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 5 ml larutan NaCl fisiologis,
kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Menurut Pajan et al. (2016),
suspensi bakteri yang telah homogen selanjutnya dibandingkan tingkat
kekeruhannya menggunakan Wickerham card hingga sesuai dengan standar

kekeruhan McFarland 0,5. Suspensi bakteri tersebut kemudian dipindahkan ke
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media TSA menggunakan mikropipet dan diratakan pada permukaan media
dengan bantuan katembat secara zig-zag hingga merata di seluruh permukaan

media.

3.3.11 Peletakan Kertas Cakram

Plastik pembungkus pada cawan petri berisi media dan bakteri dibuka. Kertas
cakram yang telah direndam selama 24 jam ditiriskan dengan cara memiringkan
agar tidak mengandung cairan berlebih. Pinset steril dipanaskan di atas bunsen
selama beberapa detik kemudian didinginkan sebelum digunakan. Kertas cakram
dipindahkan ke permukaan media uji menggunakan pinset steril. Bagian tepi
cawan petri dipanaskan secara singkat di atas bunsen, kemudian cawan petri
ditutup kembali dan dibungkus menggunakan kertas. Media diinkubasi selama 24

jam di dalam inkubator pada suhu 37°C.

3.3.12 Uji Zona Hambat

Pengamatan terhadap cawan petri dilakukan setelah inkubasi selama 24 jam untuk
mengetahui zona hambat berupa daerah bening tanpa pertumbuhan bakteri di
sekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong. Pengukuran dilakukan pada
bagian bawah cawan petri sehingga daerah hambatan yang transparan di sekitar
kertas cakram dapat terlihat dengan jelas. Rahang tetap dan rahang geser pada
jangka sorong ditempatkan secara rapat melewati pusat cakram pada permukaan
media, kemudian diameter zona hambat diukur dari satu tepi bening hingga tepi
bening yang berlawanan. Pengamatan dilakukan dengan membaca skala utama
dan skala nonius pada jangka sorong untuk menentukan besar diameter zona
hambat (Wahyu & Masnawati, 2015).

3.3.13 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Sebanyak 3,63 g ekstrak hasil evaporasi spons disiapkan dan dilarutkan kembali
dalam akuades sebanyak 100 ml hingga homogen. Larutan ekstrak dimasukkan ke
dalam corong pisah, kemudian ditambahkan pelarut untuk proses fraksinasi

berupa 100 ml etil asetat. Campuran tersebut dihomogenkan secara perlahan
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dengan sekali membuka penutup corong untuk melepaskan tekanan. Campuran
kemudian didiamkan hingga terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan atas berupa
pelarut organik dan lapisan bawah berupa fase air. Kedua lapisan dipisahkan
melalui keran corong pisah, dan proses fraksinasi diulangi sebanyak 2-3

kali untuk memperoleh hasil yang optimal. Seluruh fraksi pelarut organik
kemudian digabungkan dan diuapkan menggunakan rotary vacuum evaporator.
Hasil fraksi yang diperoleh dimasukkan ke dalam botol vial dan disimpan untuk

tahap analisis selanjutnya (Woran et al., 2021).

Analisis dilakukan menggunakan 6890N Network GC System (Agilent
Technologies). Proses Gas Chromatography (GC) diawali dengan penggunaan
fase gerak berupa gas pembawa yang dialirkan melalui sistem dengan kecepatan
alir 0,7 ml/menit yang diatur menggunakan flow controller. Sampel dimasukkan
ke dalam alat melalui sempel injektor pada suhu 280°C menggunakan suntikan
sebanyak 2 ml. Sampel yang diinjeksikan akan terbawa menuju kolom yang
berfungsi sebagai fase diam dan berada di dalam column oven dengan suhu awal
180°C selama 5 menit, kemudian suhu meningkat hingga 280°C. Suhu tersebut
diatur lebih tinggi dari titik didih sampel sehingga komponen sampel berubah dari
fase cair menjadi fase gas (Indriani et al., 2023). Selama melewati kolom,
komponen dalam sampel terpisah berdasarkan interaksi dengan fase diam serta
perbedaan volatilitas. Senyawa yang keluar dari kolom kemudian dideteksi oleh
detector pada suhu 290°C yang mengubah sinyal kimia menjadi sinyal listrik.
Sinyal tersebut direkam oleh recorder dalam bentuk data kromatogram GC berupa
waktu retensi dan persentase area setiap senyawa, dengan kecepatan pemindaian
2.000 amu/detik, rentang pemindaian 30-600 amu, serta voltase EV sebesar 3.000
volt (Nusaibah et al., 2016).

3.4 Analisis Data
3.4.1 Analis Rendemen

Rendemen menunjukkan seberapa efisien proses ekstraksi dan jumlah senyawa
aktif dalam bahan baku. Rendemen yang tinggi mengindikasikan bahwa pelarut

dan metode yang diterapkan dapat mengekstrak senyawa dalam jumlah yang
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maksimal. Sebaliknya, rendahnya rendemen dapat menjadi indikasi peningkatan
pada metode atau pelarut yang digunakan (Maukar et al., 2022). Menghitung nilai
persen rendemen untuk mengetahui tingkat kekuatan ekstraksi zat aktif dari

pelarut dengan menggunakan rumus yang ditetapkan oleh Lanes et al., (2023):

A
%Rendemen = ExlOO%

Keterangan:
A = Berat ekstrak yang diperoleh setelah proses ekstraksi selesai (g).
B = Berat sampel awal yang digunakan dalam proses ektraksi (g).

100% = Hasil perhitungan dikalikan 100% untuk menyatakan rendemen
dalam bentuk persentase.

3.4.2 Analisis Zona Hambat

Aktivitas antibakteri dianalisis menggunakan metode difusi cakram dengan
mengukur 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 diameter zona hambat yang lebih besar menunjukkan potensi

antibakteri yang lebih tinggi (Humphries et al., 2021).

Diameter rata-rata digunakan untuk menentukan sifat dari
desinfektan/antiseptik/antimikroba. Nurama (2021) menuliskan bahwa Kriteria
kekuatan antibakteri 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 GC-MS

Sampel yang telah dianalisis menggunakan GC-MS diproses dengan
mengintegrasikan setiap puncak pada kromatogram untuk memperoleh nilai area
dan intensitas. Gas Chromatography (GC) memisahkan komponen berdasarkan

waktu retensi (Rt), sedangkan Mass Spectrometry (MS) mengidentifikasi struktur
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molekul melalui spektrum massa (m/z). Data dianalisis menggunakan
kromatogram kuantitatif (persentase area) dan spektrum massa untuk identifikasi

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



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian yaitu sebagai berikut:

1. Nilai rendemen ekstrak spons Stylissa tertinggi diperoleh dari pelarut etil
asetat dibandingkan metanol serta n-heksana, karena sebagian besar senyawa
bioaktif memiliki struktur kompleks dengan tingkat kepolaran tidak
sepenuhnya polar maupun non polar, melainkan berada pada kisaran semi
polar.

2. Aktivitas antibakteri ekstrak spons Stylissa terhadap E. coli dengan pelarut etil
asetat lebih tinggi dibandingkan metanol maupun n-heksana, karena
kemampuannya mengekstraksi senyawa dengan rentang kepolaran luas, dari
polar hingga non polar.

3. Hasil GC-MS terhadap fraksi spons Stylissa menunjukkan 36 puncak senyawa
yang didominasi oleh golongan hidrokarbon, keton dan alkohol, asam lemak

dan ester, amida dan amina, serta steroid dan triterpenoid.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan dengan variasi konsentrasi ekstrak Stylissa
yang lebih beragam serta metode tambahan seperti penentuan Kadar Hambat
Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh Minimum (KBM) untuk memperoleh data
yang lebih komprehensif. Isolasi dan pemurnian senyawa aktif hasil analisis GC-
MS juga diperlukan untuk mengetahui senyawa yang berperan dalam aktivitas
antibakteri terhadap Escherichia coli. Selain itu, pengujian pada bakteri patogen
lain dan uji toksisitas awal penting dilakukan untuk mendukung pengembangan

Stylissa sebagai sumber antibakteri alami.
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